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RESUMO 
Os avanços tecnológicos da microbiologia endodôntica têm possibilitado novos 
conhecimentos e melhor entendimento das causas dos insucessos da terapia endodôntica, 
permitindo-nos encontrar novas alternativas de tratamento. O controle da infecção endodôntica é 
alcançado mediante as observações dos princípios de assepsia, do preparo químico-mecânico 
do canal radicular, da utilização de medicação intracanal com comprovada ação antibacteriana 
sobre a microbiota do canal radicular infectado, da obturação hermética do sistema de canais 
radiculares e do selamento coronário definitivo. Neste estudo foi avaliada a eficácia 
antibacteriana do digluconato de clorexidina gel 2,0%, do hidróxido de cálcio (Calen®) e da 
associação de ambos quando utilizados como medicação intracanal em 300 cilindros de dentina 
bovina contaminados com Enterococcus faecalis. Os espécimes foram infectados por um período 
de 7 dias, quando receberam os medicamentos para avaliação do potencial antibacteriano, em 
diferentes tempos experimentais: O, 5, 15, 30 e 60 minutos, 1, 2, 7, 15 e 30 dias. Amostras de 
dentina foram removidas sequencialmente com brocas esféricas estéreis em baixa rotação. As 
raspas de dentina obtidas foram imediatamente coletadas em tubos testes individuais contendo 
BHI, os quais foram incubados a 37°C por 2 dias e o crescimento bacteriano foi observado 
através da turbidez do meio. A pureza das culturas positivas foram confirmadas pela morfologia 
das colônias, coloração de Gram, produção de catalase e teste bioquímica de identificação 
bacteriana. Todos os testes foram feitos em triplicatas e em três repetições. Os resultados 
revelaram que a clorexidina inibiu o crescimento do E. faecalis após 1, 2, 7 e 15 dias. O hidróxido 
de cálcio foi ineficaz em todos os tempos experimentais. A combinação da clorexidina e hidróxido 
de cálcio foi efetiva após 1 e 2 dias, com redução da atividade antibacteriana aos 7 e 15 dias. 
Concluiu-se que dentre os medicamentos testados a clorexidina gel 2,0% foi o mais efetivo sobre 
E. faecalis, contudo sua ação antibacteriana depende do tempo de permanência no interior do 
canal. 




In vitro antibacterial activity of the chlorhexidine gel and calcium 
hydroxide separately and combined, as intracanal medicaments in bovine root 
dentine infected with Enterococcus faeca/is. 
Recent improvements in endodontic microbiology have showed the close relationship 
between micoorganisms and failure of endodontic therapy. The contrai of endodontic infection is 
attempted by the observation of the aseptic techniques throughout the endodontic therapy, by 
cleaning and shaping the root canal, by intracanal medication, by hermetic filling of the root canal 
system and by definitive coronary sealing. The present study evaluated the antibacterial 
effectiveness of the 2.0% digluconate chlorhexidine gel and calcium hydroxide separately and 
combined, as intracanal medications in 300 cylindrical bovine root dentine spec1mens infected with 
Enterococcus faecalis. The specimens were infected for a period of 7 days. The medicaments to be 
tested were then applied to their canallumens and left there during severa! experimental times: O, 5, 
15, 30 and 60 minutes, 1, 2 7, 15 and 30 days. Dentina! samples were taken with sequential sterile 
round burs at low speed. The dentine chips obtained with each bur were immediately collected in 
separate test tubes containing BHI broth. The tubes were incubated at 37°C for a period of 2 days 
and observed for daily microbial growth, visualised by the medium turbidity. The purity of the positive 
cultures was confirmed by colony morphology on the agar plates, Gram staining, catalase production 
and API Strep 20 identification kit. Ali tests were done in triplicates and in three different occasions. 
The results showed that the chlorhexidine gel alone inhibited the growth of the E. faecalis after 1, 2, 7 
and 15 days. The calcium hydroxide was ineffective in ali experimental times. The combination of the 
chlorhexidine and calcium hydroxide was effective after 1 and 2 days, however the antibacterial 
activity reduced between 7 and 15 days. lt was concluded that among the tested medicaments, 2.0% 
digluconate chlorhexidine gel alone was more effective against E. faeca/is, but its antibacterial activity 
depends on how long it stayed inside of the canal. 




A prática endodôntica durante muito tempo foi realizada de forma empírica, 
apenas com o objetivo imediato de obter-se o alívio da dor, restringindo-se a trocas 
sucessivas e intermináveis de medicação intracanal, sem preocupação com a limpeza 
do canal radicular. Havia, portanto, a necessidade do entendimento dos casos de 
insucessos do tratamento endodôntico, como a presença de sintomatologia clínica, de 
fístula, e a persistência ou aparecimento de lesões periapicais pós-tratamento. 
Com os descobrimentos de PASTEUR e KOCH no campo da microbiologia 
estabeleceu-se a relação de causa e efeito das doenças. Logo depois, MILLER 
(1894) relatou a presença de bactérias nas lesões cariosas e nos canais radiculares 
com polpas necróticas, o que foi confirmado por KAKEHASHI et a/. (1965), admitindo 
seu papel na etiologia e na manutenção de doenças pulpares e periapicais, gerando 
desde então, a busca de medicamentos com ação antimicrobiana. 
No princípio, as medicações, aplicadas empiricamente para aliviar a dor, se 
resumiam a essências vegetais como o óleo de cravo e creosoto de faia. Não tardou 
para que WALKHOFF em 1891, preconizasse o uso do paramonoclorofenol e, logo 
depois, BUCKLEY (1906), recomendasse o emprego do tricresol formalina, ambos 
potentes antissépticos para aplicação intracanal, contudo altamente tóxicos aos 
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tecidos. Além do paramonoclorofenol e tricresol formalina foram preconizados uma 
série de medicamentos usados isoladamente ou em associações, como: a pasta 
poliantibiótica de GROSSMAN (1951), paramonoclorofenol associado ao furacin 
(ZERLOTII, 1959) e ao cresalil (DIETZ, 1957), hidróxido de cálcio (KENNEDY et a/., 
1967; HEITHERSAY, 1975) e solução de iodo iodetado (SPANGBERG et. a/.,1973). 
O marco inicial da Endodontia Moderna fundamentada em princípios técnico-
científicos aconteceu com a publicação de AUERBACH (1953), quando alertou sobre 
a importância da limpeza e saneamento do canal, previamente à colocação de 
curativos antissépticos. A partir daí, houve uma contínua e progressiva valorização da 
limpeza e modelagem do canal radicular como procedimentos básicos no processo 
de saneamento, complementados pela obturação tridimensional e hermética do 
sistema de canais radiculares {STEWART, 1955; SCHILDER, 1974; MARSHALL & 
PAPPIN, 1980; ROANE et a/., 1985) 
A despeito disso, durante a década de 60 e 70, os tratamentos endodônticos, 
particularmente de dentes com necrose pulpar, continuavam a ser efetuados em 
múltiplas sessões, e só concluídos quando atendessem aos requisitos de: ausência 
de sintomatologia, exsudação, cheiro e cultura microbiológica negativa. Portanto, 
curativos entre as sessões de atendimento eram empregados para complementar a 
descontaminação dos canais radiculares. 
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Da metade da década de 70 em diante, intensificaram-se os avanços técnico-
científicos. A Endodontia ganhou nova dimensão, abandonando alguns dogmas, 
como: a obrigatoriedade da cultura microbiológica (BENDER et a/., 1964) e a 
realização de tratamentos em múltiplas sessões em casos de necrose pulpar 
(SOLTONOFF, 1978; OLIET, 1983; ROANE et a/., 1983; WEIGER et a/., 2000). Em 
virtude disso, a eficiência das medicações tradicionais, compostas de cresol, aldeídos 
e feno!, nas condições de aplicação clínica começaram a ser contestadas. 
Não demorou muito para que surgissem medicamentos com potencial 
antimicrobiano para utilização clínica, porém menos agressivos aos tecidos pulpares 
e periapicais, como o hidróxido de cálcio (HEYTHERSAY, 1975) e a clorexidina 
(DELANY et a/., 1982; CERVONE et ai., 1990; HELING et ai., 1992a,b). 
O aperfeiçoamento de técnicas de identificação, isolamento e cultivo de 
microrganismos anaeróbios estritos (SUNDQVIST, 1976; BYSTRÕM & SUNDQVIST, 
1983; BAUMGARTNER & FALKLER, 1991; GOMES, 1995), trouxeram outro 
entendimento em relação aos casos de insucessos do tratamento endodôntico, 
alertaram aos endodontistas para a participação microbiana nestes casos, 
principalmente do Enterococcus faecalis. Este microrganismo tem demonstrado a 
capacidade de sobreviver no interior dos canais radiculares, mesmo após a utilização 
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de determinadas medicações intracanais com comprovada ação antimicrobiana 
(ENGSTRÕM, 1964; MOLANDER et ai., 1998; SUNDQVIST et a/., 1998). 
Nestas condições, existe um consenso entre os pesquisadores de que ainda 
não se encontrou uma medicação intracanal capaz de combater os microrganismos 
patógenos que albergam o sistema de canais radiculares, em especial, nos casos de 
difícil resolução, como as periodontites apicais persistentes e os flare-ups (BYSTRÕM 
et ai., 1985; 0RSTAVIK & HAAPASALO, 1990; CHONG & PITT FORO, 1992). 
Para tanto, diversas substâncias antimicrobianas têm sido propostas na 
tentativa de contribuir com a busca de um medicamento mais eficiente para combatê-
los. Nos últimos anos, a clorexidina tem emergido como uma medicação 
antimicrobiana efetiva na terapia endodôntica (DELANY et a/., 1982; KOMOROWSKI 
et ai. , 2000; LENET et a/., 2000). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
Para melhor entendimento do assunto proposto faremos uma abordagem sobre 
os fatores que determinam o estabelecimento da microbiota dos canais radiculares 
infectados e os possiveis métodos de controle da infecção endodôntica, dando ênfase 
à medicação intracanal e a algumas substâncias utilizadas para este fim. 
2.1 Microbiota dos canais radiculares infectados 
Está bem estabelecido na literatura que a grande maioria dos casos de 
necrose pulpar são decorrentes da invasão bacteriana e de suas toxinas via lesão de 
cárie. Estes microrganismos e seus subprodutos chegam à luz do canal, penetram 
nos túbulos dentinários e propagam-se por todo o sistema de canais radiculares, 
incluindo ramificações, istmos e deltas apicais. Invariavelmente, alcançam a região 
periapical causando as periodontites apicais (NAIR, 1987; BAUMGARTNER & 
FALKLER, 1991; SJÕGREM et a/., 1991). 
MILLER (1894), foi o primeiro pesquisador a descrever a presença de bactérias 
no interior do canal radicular após examinar esfregaços obtidos de canais radiculares 
com câmara pulpar aberta e polpas necróticas. Observou uma ampla variedade de 
formas bacterianas e notou que algumas espécies localizavam-se na câmara pulpar 
enquanto outras habitavam o interior do canal radicular, associando-as às patologias 
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pulpares e perirradiculares. Foram identificados os três tipos morfológicos básicos de 
bactérias: cocos, bacilos e espirilos. 
Muito mais tarde, estes achados foram confirmados por KAKEHASHI et a/. 
(1965) quando, ao utilizarem ratos como modelo experimental, evidenciaram o papel 
desempenhado pelas bactérias e seus produtos na indução das infecções pulpares e 
perirradiculares. Expuseram, ao meio bucal, polpas de molares de ratos 
convencionais e "germ free ... Verificaram que nos animais convencionais ocorreu o 
desenvolvimento de inflamação crônica culminando com necrose pulpar e lesões 
perirradiculares, enquanto que nos animais "germ free'' a resposta pulpar foi 
caracterizada pela presença mínima de inflamação e por deposição de dentina 
neoformada na área exposta, demonstrando a importância da presença de 
microrganismos na instalação das infecções endodônticas. 
Até a metade da década de 70, devido ao desconhecimento das técnicas de 
anaerobiose, investigações relatavam que os microrganismos isolados dos canais 
radiculares com polpas necrosadas, eram predominantemente bactérias anaeróbias 
facultativas do grupo dos estreptococos, enterococos, micrococos, difteróides, 
estafilococos, lactobacilos, bactérias entéricas, Candida spp, Neisseria spp e 
Veillonella spp (MORSE, 1987; GOMES, 1995). 
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Graças aos avanços das técnicas de transporte~ isolamento e cultivo de 
anaeróbios estritos, SUNDQVIST, em 1976, realizou um estudo que revolucionou os 
conceitos vigentes até então. Este autor avaliou as condições bacteriológicas de 32 
canais de dentes unirradiculares com coroas hígidas e com polpas necrosadas em 
decorrência de trauma dentário. Constatou que apenas 18 canais estavam infectados 
e que mais de 90% das cepas bacterianas isoladas eram anaeróbias estritas, 
confirmando o importante papel das bactérias e seus produtos na origem e 
perpetuação das doenças pulpares e periapicais. 
Este fato também foi relevante nos achados do estudo realizado por MOLLER 
et a/. (1981) quando induziram a necrose pulpar em macacos, de forma asséptica em 
um grupo de dentes, e em um outro grupo expuseram as polpas à microbiota oral para 
serem contaminadas por um período de uma semana. Em seguida os dentes foram 
selados. Os autores concluíram que lesões perirradiculares desenvolveram-se apenas 
nos casos de polpas infectadas. 
Os achados de SUNDQVIST (1976) e MOLLER et a/. (1981) foram 
confirmados posteriormente por BYSTROM & SUNDQVIST (1983) e 
BAUMGARTNER & FALKLER (1991), através da constatação da prevalência de 
bactérias anaeróbias estritas nos canais radiculares infectados, inclusive nos 5,0 mm 
aptcats. 
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SEN et a/. (1995) investigando a presença de microrganismos em canais 
radiculares de dentes extraídos com polpas necróticas e lesões periapicais, através de 
Microscopia Eletrônica de Varredura, concluíram que todos os canais foram 
intensamente infectados e que a microbiota consistia de cocos, bastonetes e 
leveduras, os quais penetraram nos túbulos dentinários em extensões que variaram 
de 50 a 150 ~m no terço médio e apical. 
A propósito, GARBEROGLIO & BRANNSTRÕM (1976) informam que os 
diâmetros dos túbulos dentinários variam de 2,5, 1,2 e 0,4 ~m, próximo à polpa, na 
dentina mediana e próximo ao cemento, respectivamente. 
Considerando estes aspectos, GOMES et a/. (1996b) relatam que os 
microrganismos capazes de colonizar os canais radiculares possuem tamanho 
aproximado de 1/3 do diâmetro dos túbulos dentinários, o que facilita a invasão, 
proliferação e colonização destes no interior da dentina. 
Ratificando estas informações, experimentos in vitro e in vivo através das mais 
diversas metodologias demonstraram a presença de bactérias e seus subprodutos na 
intimidade dos túbulos dentinários em diferentes extensões (AKAPATA & 
BLECHMANJ 1982; ARMITAGE et a/., 1983; MERYON et a/., 1986; HAAPASALO & 
0RSTAVIK, 1987; ANDO & HOSHINOJ 1990; SAFAVI et a/., 1990; PEREZ et a/., 
1993; SEN et a/., 1995; SIQUEIRA et a/., 1996). 
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Clinicamente, as possíveis portas de entrada dos microrganismos para o canal 
radicular incluem exposições pulpares pela cárie, fraturas de esmalte e dentina, 
túbulos dentinários expostos, canais laterais, forame apical e, ocasionalmente, pela 
circulação sistêmíca ou por contiguidade de lesões periapícais de dentes vizinhos 
(OGUNTEBI, 1994; ALVES et ai., 1994; GOMES, 1995). 
Os canais radiculares de dentes desvitalízados são considerados por 
TAKAHASHI (1998) ambiente favorável à colonização e proliferação bacteriana 
devido a ausência de circulação sanguínea e à possibilidade de estagnação e 
degradação de componentes protéicos dos fluidos tissulares, os quais transformam-se 
em substratos necessários para a sobrevivência dos microrganismos. Estas condições 
desencadeiam reações de defesa do hospedeiro caracterizadas pelo desenvolvimento 
de lesão perirradicular e reabsorção óssea. 
Atualmente são reconhecidas mais de 300 espécies bacterianas que habitam a 
cavidade oral. Teoricamente todas elas podem invadir o sistema de canais radiculares 
e participar da infecção endodôntica (MOORE, 1987}. 
Entretanto, devido a uma série de fatores, a microbiota endodôntica é 
dominada por bactérias anaeróbias, das quais somente um restrito grupo tem a 
capacidade de invadir o espaço do canal radicular desvitalizado e promover um 
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ambiente adequado para a colonização e proliferação bacteriana, e posteriormente 
destruição dos tecidos perirradiculares (SUNDQVIST, 1994; GOMES et ai., 1996b). 
A microbiota do canal radicular com polpa necrótica tem sido _ exaustivamente 
estudada e revelou-se composta por uma limitada combinação de bactérias 
anaeróbias estritas em sinergismo, principalmente bacilos Gram-negativos, como os 
bastonetes produtores de pigmento negro e fusobactérias (SUNDQVIST, 1976; 
FABRICIUS et a/., 1982a; SUNDQVIST, 1994; GOMES et a/., 1994a, b; 1996a, b, c). 
As bactérias anaeróbias facultativas, como estreptococos, podem compor uma 
parte significativa desta microbiota, localizando-se, principalmente, na porção 
coronária do canal, em dentes com câmaras pulpares expostas à cavidade oral por 
cáries. Já as bactérias aeróbias, raramente encontradas nas infecções endodônticas, 
podem ser introduzidas para o interior dos canais radiculares durante as diversas 
fases do tratamento endodôntico (SUNDQVIST, 1994). 
Outros pesquisadores alertam que durante o curso das infecções endodônticas 
ocorrem fenômenos seletivos e interativos entre as espécies bacterianas no interior do 
canal radicular, diminuindo proporcionalmente o número de bactérias anaeróbias 
facultativas, devido ao consumo de oxigênio e ao estabelecimento de um baixo 
potencial de óxido-redução no habitat endodôntico, o que favorece o crescimento de 
bactérias anaeróbias estritas, as quais passam a dominar essa microbiota mista 
20 
(BERGENHOLTZ & CRAWFORD, 1989; SUNDQVIST, 1992b; SUNDQVIST, 1994; 
GOMES et ai., 1994a,b; 1996 a,b). 
FABRICIUS et a/. (1982a) realizaram experimento em macacos para verificar a 
dinâmica da colonização microbiana no canal radicular, considerando as variações de 
tempo (7, 90, 180 e 1060 dias) e localização (luz do canal, dentina radicular e ápice 
radicular). Os resultados demonstraram que a ecologia mudou progressivamente: aos 
7 dias houve equilíbrio entre cocos, bacilos Gram-positivos, bacilos Gram-negativos e 
anaeróbios facultativos. No período de 3 a 6 meses verificaram a presença de 
anaeróbios facultativos e estritos na luz do canal, porém na dentina e ápice radicular a 
microbiota predominante era de anaeróbios estritos. Ao término do período 
experimental houve predominância de anaeróbios estritos, principalmente bacilos 
Gram-negativos e poucos cocos Gram-positivos. 
Estabelecida a microbiota do canal radicular infectado, seu crescimento 
depende de alguns nutrientes, como aminoácidos e peptídeos simples, os quais estão 
disponíveis nos fluidos tissulares e no tecido conjuntivo em desintegração 
(SUNDQVIST, 1992b; SUNDQVIST, 1994). 
Simultaneamente, também ocorre transição da microbiota sacarolitica para 
proteolítica, a partir do momento que as bactérias anaeróbias obtêm seus nutrientes 
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do tecido pulpar necrótico, de fluidos teciduais e do metabolismo de outras células 
bacterianas (SUNDQVIST, 1992a; SUNDQVIST, 1994). 
Convém, ainda, reafirmar que as interações bacterianas são decorrentes das 
necessidades da cadeia alimentar, na qual o próprio metabolismo de algumas 
espécies produz os nutrientes essenciais para o desenvolvimento de outras 
(SUNDQVIST, 1992b; SUNDQVIST, 1994; GOMES et a/., 1994b). 
A importância do sinergismo microbiano para potencializar a patogenicidade da 
microbiota do canal radicular foi demonstrada também por FABRICIUS et ai. {1982b) 
ao inocularem cepas bacterianas isoladas e em várias combinações no interior de 
canais radiculares de macacos para estudar o potencial de sobrevivência e a 
capacidade de induzirem a formação de lesões periapicais. Reações periapicais leves 
foram observadas nos casos em que as bactérias foram inoculadas individualmente 
enquanto que nos casos em que foram inoculadas associações bacterianas 
originaram-se reações periapícais severas. 
Métodos mais recentes de identificação bacteriana permitiram verificar que os 
microrganismos isolados, com maior frequência, dos canais radiculares infectados, 
são predominantemente os anaeróbios estritos, como Peptostreptococcus, 
Bacteroídes, Prevote/la, Porphyromonas, Fusobacterium, Eubacterium, Actinomyces, 
Lactobaci/lus, Propionibacterium, Bifidobacterium, Veil/one/la e Capnocytophaga. 
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Menos frequentemente são Neissería, Haemophi/us, Eikenella, Staphylococcus, 
Mitsuokel/a e Wolinel/a spp. Os anaeróbios facultativos mais comuns são os 
Streptococcus, das espécies do Enterococcus e Geme/la spp. É relatado a presença 
ocasional de espécies Enterobacter, Bacil/usJ Tissierel/a, Campylobacter e 
Actinobacil/us spp. Mais raramente são isolados Hafnia, Salmonella, Proteus, 
Aerobacter e Alcaligenes spp. e os aeróbios Mycobactéria, Nocardia, Mima, 
Pseudomonas e Micrococcus spp. {BAUMGARTNER & FALKLER, 1991 ; 
SUNDQVIST, 1994; GOMES, 1995; ASSED et a/., 1996; KETTERING & 
TORABINEJAD, 1997). 
Também foram isoladas espiroquetas {THILO et ai., 1986; NAIR, 1987), 
Mycoplasma {SERENE & ANDERSON, 1967) e Candida (KAUFMAN & HENIG, 
1976; NAJZAR·FLEGER et ai., 1992; SEN et ai., 1995; SIREN et a/., 1997). 
Não obstante, GROSSMAN {1981) e GOMES et ai. (1996b) explicaram que 
alguns microrganismos anaeróbios estritos presentes na luz do canal, podem ser 
rapidamente destruídos quando expostos ao oxigênio atmosférico ou aos agentes 
químicos. Muito embora saibamos que alguns microrganismos permaneçam 
protegidos da ação destes fatores, devido ao arranjo das células bacterianas 
colonizando as paredes do canal, uma vez que as células da periferia da colônia 
podem proteger aquelas localizadas no interior dos túbulos dentinários {SIQUEIRA & 
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UZEDA, 1996). Além disso, o grau de tolerância ao oxigênio varia entre os anaeróbios 
estritos (LOESCHE, 1969; TALL Y et a/., 1975; van WINKELHOFF et a/., 1986). 
Some-se a isso, o fato de que algumas espécies aeróbias ou anaeróbias 
facultativas estão associadas às infecções persistentes do canal radicular podendo 
comprometer o sucesso da terapia endodôntica, dentre estas destacam-se 
Enterococcus faecalis e Pseudomona aerugínosa (ENGSTRÕM, 1964; RANTA et a/., 
1988; SUNDQVIST et a/., 1998). 
Apesar da baixa frequência do E. faeca/ís na microbiota do canal radicular 
infectado (SUNDQVIST, 1994; SUNDQVIST et a/., 1998), tem sido um dos poucos 
microrganismos anaeróbios facultativos associados à periodontite apical persistente 
(ENGSTRÕM, 1964; HAAPASALO et a/., 1983), aos casos de flare-ups 
{MATUSOW, 1995), às infecções secundárias e aos casos de retratamento com 
lesões perirradiculares resistentes ao tratamento endodôntico convencional 
(SUNDQVIST et a/., 1998; MOLANDER et a/., 1998). 
MOLANDER et a/. (1998) examinaram microbiologicamente 100 dentes 
tratados endodonticamente com lesões perirradiculares. Os microrganismos 
anaeróbios facultativos corresponderam a 69% das cepas bacterianas isoladas, das 
quais 32% foram E. faeca/is, sugerindo fortemente que este microrganismo exerce 
um papel importante nas falhas endodônticas. 
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Sob as mesmas condições SUNDQVIST et a/. (1998) avaliaram 54 dentes 
tratados endodonticamente, assintomáticos, porém com evidência radiográfica de 
lesões periapicais. Constataram a presença microbiana em 24 dentes, dos quais em 
38% foram isolados E. faeca!ís. 
A participação do E. faecalis nas infecções endodônticas determina um sério 
problema terapêutico. Este microrganismo tem um potencial patogênico conhecido 
para causar e manter infecções de difícil tratamento (HAAPASALO et ai., 1983), 
tolera alto pH variando entre 9,0 e 11,5 (FISHER & HUERTA, 1984; BYSTRÕM et 
a/., 1985; SPERANÇA et a/., 1989; FOREMAN & BARNES, 1990) e pode sobreviver 
no interior dos túbulos dentinários e tecidos periapicais por ser resistente a uma 
ampla variedade de agentes antimicrobianos (ENGSTRÕM, 1964; SUNDQVIST, 
1992b; SIREN et ai., 1997) voltando a recolonizar o espaço do canal radicular. 
Enfim, é reconhecido o papel dos microrganismos como uma das causas 
determinantes do insucesso da terapêutica endodôntica (SJÕGREN et a/., 1990; 
SJÕGREN et ai., 1997), além de serem responsabilizados pela etiologia, 
desenvolvimento e manutenção das periodontites apicais, com consequente 
reabsorção óssea em dentes com necrose pulpar (KAKEHASHI et a/., 1965; 
SUNDQVIST, 1976; MÕLLER et a/., 1981; NAIR, 1987; WAYMAN et a/., 1992; 
PETERS et a/., 1995; GOMES et a/., 1996a; ASSED et ai., 1996). 
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Por isso, a eliminação ou a máxima redução dos microrganismos e de seus 
subprodutos e a prevenção de reinfecção do sistema de canais radiculares têm sido 
os principais objetivos da prática endodôntica moderna. 
2.2 Métodos de desinfecção do sistema de canais radiculares 
O melhor e mais seguro método utilizado para descontaminar o canal radicular 
é a criteriosa limpeza do conteúdo séptico-necrótico (SCHILDER, 1974), uma vez que, 
ali, os microrganismos não podem ser alcançados pelas células de defesa do 
hospedeiro (TAKAHASHI, 1998). 
Baseado nesta premissa é que o tratamento endodôntíco, ao utilizar métodos 
químico,.mecânicos, busca romper o equilíbrio do ecossistema microbiano, a fim de 
promover a desinfecção do sistema de canais radiculares. Muito embora saibamos 
que a ação mecânica dos instrumentos, mesmo associada a substâncias químicas 
com reconhecida ação antibacteríana, não é capaz de eliminar todos os 
microrganismos presentes nos canais radiculares infectados, por não atingir a 
intimidade dos túbulos dentinários e complexidades anatômicas dos canais 
radiculares como, istmos, canais laterais, deltas apicais e cemento apical, onde, 
provavelmente, estão alojadas as bactérias sobreviventes ao preparo do canal 
(SELTZER et a/., 1963; BYSTRÕM & SUNDQVIST, 1981). 
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Não obstante, o preparo químico-mecânico do canal radicular reduz 
significantemente os microrganismos predominantes na microbiota endodôntica Os 
microrganismos persistentes sobrevivem, não somente pela incapacidade do preparo 
químico-mecânico em removê-los das complexidades anatômicas, mas também 
porque alguns nutrientes capazes de favorecer o crescimento destes microrganismos 
residuais, irão, inevitavelmente, ali permanecer (GOMES et a/., 1996c; SIQUEIRA et 
ai., 1998a; SIQUEIRA & LOPES, 1999a). 
Desta forma, é provável que se os microrganismos permanecerem em número 
suficiente e em ambiente favorável, poderão multiplicar-se e restabelecer a 
contaminação clínica do espaço pulpar (BYSTROM et ai., 1985; ANDO & HOSHINO, 
1990). 
BYSTRÕM & SUNDQVIST (1981,1983,1985) e BYSTRÕM et a/. (1985) 
SJÕGREN et a/. (1990) alertaram para a necessidade do emprego de medicação 
intracanal a fim de impedir que as bactérias sobreviventes ao preparo químico 
mecânico se multipliquem no intervalo entre as sessões do tratamento. 
Diante destas considerações torna-se notória a necessidade de manter-se a 
desinfecção do canal obtida pelo preparo químico-mecânico, o que parece ser 
possível através da utilização de uma medicação intracanal adequada (SJÕGREN et 
a/., 1991; CHONG & PITI FORO, 1992; ESTRELA et ai., 1994), da correta obturação 
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do sistema de canais radiculares e de um bom selamento coronário (FRIEDMAN et 
al.,1986; BOBOTIS et ai., 1989). 
A medicação intracanal ideal deve ser dotada de boa ação antibacteriana para 
que a sua permanência no interior do canal radicular tenha maiores chances de atingir 
áreas não alcançadas pela instrumentação, como istmos, ramificações, reentrâncias e 
túbulos dentinários, contribuindo decisivamente para a máxima redução das bactérias 
que eventualmente ficaram protegidas da ação letal das substâncias químicas 
irrigantes do canal radicular {BYSTRÕM et a/., 1987; SJÕGREN et ai., 1997). 
Várias substâncias antimicrobianas têm sido utilizadas com este propósito, 
dentre elas destaca-se o hidróxido de cálcio, por possuir atividade antibacteriana 
pronunciada, ditada por sua elevada alcalinidade (HEITHERSAY, 1975; BYSTRÕM et 
a/., 1985; SAFA VI et a/., 1990; SUZUKI et ai., 1999). 
Deve-se a atividade antimicrobiana do hidróxido de cálcio ao seu alto pH, o 
qual varia entre 12,5 a 12,8, à liberação de íons hidroxilas em meio aquoso, a difusão 
desses íons no interior dos túbulos dentinários e a um tempo de contato direto ideal 
para a efetiva destruição dos microrganismos {CHONG & PITT FORO, 1992; 
LEONARDO et a/., 1992; ESTRELA et ai. , 1995b; ESTRELA et ai., 1998) 
Outro mecanismo de ação antimicrobiana do hidróxido de cálcio é relatado por 
KONTAKIOTIS et a/. (1995), os quais afirmaram ser possível a redução da microbiota 
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do canal radicular infectado, mesmo na ausência de contato físico do medicamento 
com os microrganismos, graças à absorção do dióxido de carbono produzido pelas 
bactérias anaeróbias estritas como, Fusobacteríum spp., Bacteroides spp. e pelas 
facultativas Streptococcus spp. Esta ação indireta ocorre porque o dióxido de carbono 
é essencial para a sobrevivência de alguns microrganismos facultativos como 
Actinomyces spp., Eikenella spp. e Capnocytophaga spp. 
A baixa solubilidade e difusibilidade do hidróxido de cálcio necessitam de um 
longo tempo de ação para que o medicamento exerça atividade antimicrobiana nos 
túbulos dentinários infectados. Embora o tempo ideal necessário para o hidróxido de 
cálcio descontaminar o sistema de canais radiculares seja ainda desconhecido, sua 
ação antibacteriana pode ser confirmada clinicamente pela presença de 
microrganismos resistentes ou ausência de exsudatos no canal radicular (SIQUEIRA 
& LOPES, 1999b). 
BYSTRÕM et a/. (1985) asseguram que o efeito favorável do hidróxido de 
cálcio ocorre, possivelmente, devido à sua baixa solubilidade, que o faz atuar como 
um sistema de liberação lenta no interior dos canais radiculares. Pela liberação de 
íons hidroxilas, mata ou inativa bactérias, promove a obturação física do espaço do 
canal, bloqueando efetivamente o acúmulo de exsudatos, o que reduz os nutrientes e 
elimina o espaço para as bactérias se multiplicarem. 
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O efeito letal dos íons hidroxilas sobre as células bacterianas segundo 
SIQUEIRA & LOPES (1999b) ocorre provavelmente da seguinte maneira: a) 
destruição da membrana citoplasmática das bactérias; b) desnaturação das proteínas; 
c) destruição do DNA. 
LAGE-MARQUES et a/. (1994) e FAVA & SAUNDERS (1999) relatam que 
estudos in vitro têm demonstrado que o tipo de veículo associado ao hidróxido de 
cálcio está diretamente relacionado com a concentração e a velocidade de liberação 
dos íons OH- , consequentemente com a ação antibacteriana da pasta. 
Desta forma, para o hidróxido de cálcio ser eficaz contra bactérias localizadas 
no interior dos túbulos dentinários, os íons OH- deverão difundir-se pela dentina e 
alcançar nível de concentração iônica suficiente para exercer efeito letal sobre os 
microrganismos. Entretanto, tem sido demonstrado que a hidroxiapatita exerce 
atividade tampão sobre o hidróxido de cálcio, o que certamente impede a difusão dos 
íons hidroxilas (WANG & HUME, 1988; NERWICH et a/., 1993). 
SIQUEIRA & LOPES (1999b) chamam a atenção para o fato de que a ação 
antimicrobiana do hidróxido de cálcio sobre os microrganismos localizados na 
intimidade dos túbulos dentinários resulta da difusão dos íons hidroxilas em 
concentração suficiente para impedir a capacidade de tamponamento da dentina, e 
destruí-los. 
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LEONARDO et a/. (1992) fizeram uma análise do pH e da liberação de íons 
Ca- em pastas e cimentos endodônticos à base de hidróxido de cálcio, dentre eles a 
pasta Calen®, nos tempos experimentais de 5, 30 min, 1, 3, 24, 48, 72 h e 7, 30, 60 
dias. A pasta Calen® apresentou elevação do pH entre 5 min e 24 horas de 10,94 a 
12,28, respectivamente, mantendo-se estável em todos os outros tempos 
experimentais. Em relação à liberação de Ca- , a pasta Calen® apresentou valores 
ascendentes em todo o experimento, atingindo 3,3022 mg de Ca-- liberado aos 60 
dias. 
DEARDORF et a/. (1994) idealizaram um modelo de estudo experimental em 
dentes humanos, para avaliar a difusão de íons Ca-- nos túbulos dentinários da luz 
do canal para a periferia radicular externa. A análise da concentração dos íons Ca-"+ 
no meio extraradicular revelou que a média em j..Jg/ml variou em função das 
substâncias utilizadas para aumentar a permeabilidade dentinária. As maiores médias 
registradas foram para o tratamento com NaOCI 5,25% e as menores quando foi 
removido smear Jayer com EDTA 17% e NaOCI 5,25%, provavelmente devido a 
formação de cristais de fosfato de cálcio, que funcionam como uma barreira física 
obliterando os túbulos dentinários. 
TRONSTAD et a/. (1981) demonstraram que o pH da dentina radicular de 
macacos foi elevado, após a utilização de curativos intracanal com pastas de 
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hidróxido de cálcio em veículo aquoso, por quatro semanas. Na luz do canal radicular 
o pH foi superior a 12,2; a dentina adjacente ao canal, em contato direto com o 
hidróxido de cálcio, apresentou pH variando entre 8,0 e 12,2; e na dentina mais 
periférica o pH foi de 7,0 a 10,0. O pH do cemento não foi alterado, 6,4 a 7,0. 
NERWICH et a/. (1993) analisaram in vitro a alteração do pH da dentina 
radicular de dentes humanos extraídos, por um período de quatro semanas após a 
utilização de pasta de hidróxido de cálcio em veículo aquoso (Calasept®), como 
medicação intracanal. Observaram a necessidade de 1 a 7 dias para os íons OH-
alcançarem a superfície radicular externa, e após 3 semanas registraram os níveis do 
pH em 9,3 no terço cervical e 9,0 no terço apical. 
SCHÃFER & BEHAISSI (2000) compararam in vitro o efeito alcalinizante de 
dois curativos intracanal contendo hidróxido de cálcio após os períodos de 1, 3 e 7 
dias. O hidróxido de cálcio em suspensão aquosa demonstrou ser o método de 
escolha porque promove alcalinização rápida e prolongada tanto da dentina da parede 
do canal radicular, elevando o pH para 11,2 quanto da superfície radicular externa 
para 9,1 após 24 horas. 
KEHOE (1 987) avaliou ín vitro a reversão do pH ácido da dentina e cemento 
cervical pós-tratamento clareador em dentes humanos através da utilização de pasta 
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de hidróxido de cálcio em veículo aquoso ( pH 12,35) e constatou que ocorreu a 
alcalinização dos túbulos dentinários após o período de 2, 4 e 11 dias. 
ÇALT et ai. (1999) avaliaram in vitro o potencial de difusibilidade de diversos 
materiais contendo hidróxido de cálcio em canais com defeitos radiculares externos, 
em períodos de 1, 3, 7, 14 e 28 dias. Demonstraram que pastas de hidróxido de cálcio 
liberam Ca- através da dentina radicular, entretanto o pH do meio (solução salina) 
registrado foi de 7,64, indicando que íons OH- não se difundiram nos túbulos 
dentinários. 
SAFAVI & NAKAYAMA (2000) avaliaram in vitro a influência de veículos não 
aquosos sobre a dissociação do hidróxido de cálcio através da mensuração da 
condutibilidade das soluções. As medidas para o hidróxido de cálcio veiculado em 
água foi 7,3 ± 3 mS/em. Para o hidróxido de cálcio veiculado em glicerina ou propileno 
glicol foi zero, sugerindo que não ocorre a dissociação dos íons OH- e Ca-, o que 
impede sua eficácia antimicrobiana como medicação intracanal. 
IDA et ai. (1989) confirmaram que o alto pH de materiais contendo hidróxido de 
cálcio foi reduzido para próximo da neutralidade quando foram colocados em contato 
com dentina bovina. 
HAAPASALO et ai. (2000) avaliaram a ação de tamponamento da dentina 
radicular humana através do contato direto com alguns medicamentos e relataram que 
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o pó de dentina inativa a ação antibacteriana da solução de hidróxido de cálcio sobre 
E. faecalis. Nas mesmas condições experimentais, a clorexidina 0,05% e 0,5% após 
24 horas em contato com o pó de dentina e E. faecalis promoveram ação 
antibacteriana em 99% e 100% dos espécimes, respectivamente. 
HAAPASALO & 0RSTAVIK (1987) observaram em um modelo in vitro de 
infecção e desinfecção da dentina radicular bovina, que a pasta à base de hidróxido 
de cálcio {Calasept®) falhou em eliminar E. faecalis no interior dos túbulos dentinários 
após 1 O dias. 
0RSTAVIK & HAAPASALO (1990) repetindo o mesmo modelo experimental 
tornaram a avaliar a ação antibacteriana da pasta Calasept® sobre E. faecalis no 
interior dos túbulos dentinários, com e sem smear /ayer. Após 1 O dias de contato 
constataram sua ineficácia, em ambas as condições experimentais. 
ESTRELA et a/. (1999) avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana da pasta 
de hidróxido de cálcio veiculada em solução salina, em dentes humanos 
contaminados com "S. faecalis", S. aureus, 8. subití/is e P. aeruginosa. Concluíram 
que foi inefetiva sobre todas as cepas testadas, após um período de 7 dias. 
SAFA VI et ai. (1990) realizaram estudo in vítro em dentes humanos infectados 
com "Streptococcus faecium", para avaliar a ação antibacteriana do hidróxido de 
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cálcio misturado com solução salina em consistência de "pasta de dente" e verificaram 
que as bactérias permaneceram viáveis na dentina após períodos de até 12 horas. 
Nesta mesma linha de trabalho SIQUEIRA & UZEDA (1996) compararam in 
vitro a ação antibacteriana das pastas de hidróxido de cálcio preparadas com solução 
salina ou com paramonoclorofenol canforado (PMCC) sobre dentina bovina 
contaminada com Actínomyces ísraelii, Fusobacteríum nucleatum ou Enterococcus 
faeca/ís nos períodos de 1 hora, 1 dia e 1 semana. Concluíram que a pasta de 
hidróxido de cálcio com solução salina foi inefetiva para E. faeca/ís e F. nucleatum 
após 1 semana de contato. 
SPERANÇA et a/. (1989) observaram in vitro a ação do hidróxido de cálcio 
sobre cones de guta-percha contaminados com "S. faecalis" através da turbidez do 
meio de cultura, e constataram que não ocorreu ação bactericida quando utilizaram 
suspensão espessa semelhante à pasta, que chamaram de "lama de cal", por um 
período de até 48 horas. Já, quando utilizaram a solução saturada de hidróxido de 
cálcio (água de cal), por um mesmo período, obtiveram até 80% de culturas negativas. 
ESTRELA et ai. (1995a) também estudaram o efeito antibacteriano in vitro de 
duas pastas de hidróxido de cálcio, uma associada ao soro fisiológico, a outra ao 
PMCC sobre Pseudomonas aeruginosa, Escherichia co/i e "Streptococcus faeca/is". 
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Demonstraram através dos halos de inibição de crescimento bacteriano no ágar que 
as duas pastas foram efetivas após 24 e 48 horas. 
LAGE-MARQUES et ai. (1992) testaram o hidróxido de cálcio na forma de 
pasta e em solução sobre vários microrganismos, dentre eles "S. faecalisn. 
Observaram após 24 horas, através do método de difusão em ágar e diluição em 
caldo, que ocorreu ação bactericida sobre todas as cepas testadas. 
LEONARDO et a/., (2000) avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana de 
pastas de hidróxido de cálcio, dentre elas a pasta Calen® sobre algumas cepas 
bacterianas (Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Staphy/ococcus epidermidis, 
Pseudomonas aeruginosa, Escheríchia co/i, Enterococcus faecalis e Streptococcus 
mutans), através do teste de difusão em ágar. Concluíram que esta pasta foi efetiva 
sobre todas as cepas bacterianas testadas após o período de 24 horas. 
SUZUKI et a/., (1999) avaliaram in vitro através do teste de diluição em ágar, a 
ação antimicrobiana da pasta de hidróxido de cálcio veiculada em água destilada 
contra 20 espécies bacterianas isoladas de canais radiculares infectados: 12 espécies 
anaeróbias estritas, Actinomyces israelii, Bifidobacterium bifidum, Eubacterium Jentum, 
Fusobacterium nucleatum, "Peptococcus magnus", "Peptococcus niger", 
Peptostreptococcus anaerobius, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas 
gingiva/is, Prevotella intermedia, Veillonel!a a/ca/escens e Veil/one/la parvula; 7 
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anaeróbias facultativas, Actínomyces viscosus, Enterococcus faecalis, Lactobacillus 
casei, Propionibacterium acnes, Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis e um 
fungo, a Candida albicans. Foi determinada a Concentração Inibitória Mínima (MIC) da 
pasta de hidróxido de cálcio para todos os microrganismos. Convém ressaltar que a 
MIC maior foi para o E. faecalis, 5% p/v. Foram incubados por quatro semanas. Os 
resultados demonstraram atividade antimicrobiana da pasta de hidróxido de cálcio 
contra todos os microrganismos testados. 
SJÕGREN et a/. (1991) avaliaram clinicamente a ação antimicrobiana da pasta 
de hidróxido de cálcio, Calasept®, em canais radiculares com polpas necróticas e 
lesões periapicais, por 7 dias ou 10 minutos. Os resultados mostraram total eliminação 
dos microrganismos após 7 dias, enquanto que por 1 O minutos foi inefetiva. 
Por outro lado BYSTRÕM et a/. (1985) compararam clinicamente a ação 
antimicrobiana do PMCC, fenol canforado e pasta de hidróxido de cálcio (Calasept®) 
em canais com polpas necróticas e lesões periapicais. Demonstraram a eficácia do 
hidróxido de cálcio em 97% dos casos quando permaneceu no interior do canal por 1 
mês, enquanto que o índice de sucesso para o PMCC e o fenol canforado foi de 67%. 
BARNETT et ai. (1986) induziram em cães a infecção do canal radicular pela 
remoção da polpa e preenchimento dos canais com placa bacteriana dos dentes e 
gengiva por 14 dias. Após este período todos os dentes foram instrumentados e 
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medicados com composto quartenário de amônia, formocresol e pasta de hidróxido de 
cálcio veiculada em solução salina por 14 dias. Os resultados mostraram 90% de 
culturas negativas para a pasta de hidróxido de cálcio. 
Já STEVENS & GROSSMAN (1983) contaminaram dentes caninos de gatos 
com "S. faeca/is" e avaliaram a ação antibacteriana da pasta de hidróxido de cálcio e 
clorofenol canforado durante 5 semanas. Concluíram que o hidróxido de cálcio não foi 
efetivo para eliminá-los quando comparado ao clorofenol canforado. Para confirmar 
estes achados realizaram teste de difusão em ágar e observaram que o hidróxido de 
cálcio não produziu zonas de inibição de crescimento bacteriano, enquanto que o 
clorofenol canforado produziu largas zonas de inibição. 
Por sua vez, TANRIVERDI et a/. (1997) compararam in vitro a ação 
antibacteriana do PMCC e do hidróxido de cálcio em dentes humanos infectados com 
E. faecalis e confirmaram através da análise microbiológica das raspas de dentina a 
ineficácia do hidróxido de cálcio após períodos de 1 e 3 dias. 
Uma substância alternativa tem sido estudada como medicação intracanal, a 
Clorexidina, por possuir ação antimicrobiana imediata; um amplo espectro 
antibacteriano sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, anaeróbias, 
facultativas e aeróbias, leveduras e fungos (BUDTZ-JÕRGENSEN & LÕE, 1972; 
HENNESSEY, 1973; EMILSON, 1977; GREENSTEIN, et ai., 1986; FARDAL & 
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TURNBULL, 1986), especialmente Candída albícans (SEN et a/., 1999; WALTIMO et 
a/., 1999); relativa ausência de toxicidade (RUSHTON, 1977; GREENSTEIN, et ai., 
1986); capacidade de adsorção pela dentina e lenta liberação da substância ativa, o 
que prolonga sua atividade antimicrobiana residual (HELING et ai., 1992a, HELING 
et a/., 1992b; JEANSONNE & WHITE, 1994; WHITE et ai., 1997). 
A Clorexidina é uma base antisséptica forte e é mais estável na forma de sal 
(gluconato, acetato ou hidrocloreto). Para uso oral é preparada na forma de 
digluconato em diferentes concentrações, por possuir alta solubilidade em água e, 
quando em pH fisiológico, dissociar-se e interagir com a hidroxiapatita, película 
adquirida, glicoproteínas salivares, superfície de mucosas e às paredes celulares das 
bactérias (GREENSTEIN, et ai., 1986; FARDAL & TURNBULL, 1986). 
HENNESSEY (1977) relata que a interação da Clorexidina com as células 
bacterianas ocorre como segue: a) aderência à parede celular; b) alteração da 
permeabilidade da membrana celular; c) precipitação e coagulação do conteúdo 
citoplasmático. 
Esta ação ocorre devido à aderência das moléculas catiônicas de Clorexidina 
às paredes celulares dos microrganismos, que são carregadas negativamente, 
alterando a permeabilidade da membrana celular, o que resulta na perda dos 
componentes intracelulares e no desequilíbrio osmótico da célula. Em baixa 
39 
concentração a Clorexidina promove a saída das substâncias de baixo peso 
molecular, como o potássio e o fósforo, exercendo assim o efeito bacteriostático. Em 
alta concentração promove o efeito bactericida, pela precipitação ou coagulação do 
conteúdo citoplasmático, resultando na morte celular (LONGWORTH, 1971; FARDAL 
& TURNBULL, 1986). 
O efeito bacteriostático da Clorexidina é considerado o mais importante porque 
a ligação da molécula de Clorexidina é liberada lentamente, por até 24 horas 
(FARDAL & TURNBULL, 1986). 
Devido ao seu amplo espectro antimicrobíano a clorexidina tem sido 
largamente utilizada na Periodontia. Em Endodontia seu uso tem sido proposto na 
forma de sal digluconato, liquído ou gel, em diferentes concentrações tanto como 
agente irrigante dos canais radiculares (PARSONS et a/., 1980; DELANY et ai., 1982; 
GREENSTEIN, et a/., 1986; FARDAL & TURNBULL, 1986; VAHDATY et ai., 1993; 
JEANSONNE & WHITE, 1994; FERRAZ, 1999; LEONARDO et ai., 1999) quanto 
como medicação intracanal (DELANY et ai., 1982; HELING et ai., 1992a; 1992b; 
BARBOSA et ai., 1997; SIQUEIRA & UZEDA, 1997; LINDSKOG et a/., 1998). 
Diversos estudos têm demonstrado que a clorexidina inibe o crescimento de 
bactérias encontradas nas infecções endodônticas (CERVONE et a/., 1990; 
SIQUEIRA & UZEDA, 1997; FERRAZ, 1999), possui ação antimicrobiana residual, 
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resultante de sua lenta liberação, 48 a 72 horas após a instrumentação do canal 
radicular (WHITE et a/., 1997; LEONARDO et ai., 1999; KOMOROWSKI et a/., 2000) 
e relativa ausência de citotoxicidade (JEANSONNE & WHITE, 1994). 
Outras propriedades da clorexidina gel foram relatadas por FERRAZ (1999), 
como: a viscosidade, que provavelmente mantém o princípio ativo da substância por 
um maior tempo no interior do canal radicular, graças à base gel utilizada, o Natrosol 
(hidroxietilcelulose), a solubilidade que ocorre em água e álcool e o pH entre 6,0 e 9,0. 
FERRAZ (1999) e FERRAZ et a/. (in press) compararam através do contato 
direto e do teste de difusão em ágar a capacidade da clorexidina gel 2,0%, clorexidina 
liqu ída 2,0% e do hipoclorito de sódio 5,25% utilizados como irrigantes endodônticos 
para eliminar E faecalis em dentes humanos contaminados in vitro. Também 
avaliaram a capacidade de remoção de smear /ayer por estes irrigantes, através da 
MEV. Concluíram que a clorexidina gel 2,0% eliminou E. faecalis após 45 segundos 
de contato, promoveu os maiores halos de inibição bacteriana e após instrumentação, 
promoveu 80% de culturas negativas. A clorexidina gel mostrou melhores resultados 
na remoção de smear layer, provavelmente devido a ação mecânica da base gel 
Natrosol. 
SIQUEIRA & UZEDA (1997) avaliaram a atividade antibacteriana do 
digluconato de clorexidina gel 0,12%, metronidazol gel10%, hidróxido de cálcio com 
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água destilada, hidróxido de cálcio com PMCC e hidróxido de cálcio com glicerina 
sobre bactérias anaeróbias estritas e facultativas comumente encontradas em 
infecções endodônticas. Foi empregado teste de difusão em ágar e as zonas de 
inibição bacteriana ao redor de cada medicamento foram registradas e comparadas. 
Os resultados revelaram que a pasta de hidróxido de cálcio com PMCC e a 
clorexidina foram efetivas para todos os tipos bacterianos testados (anaeróbios 
estritos - Porphyromonas endodontalis, P. gingiva/is, Actinomyces israelis, 
Fusobacterium nucleatum, Propionibacterium acnes e Campylobacter rectus - e os 
anaeróbios facultativos - Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, S. sanguis, 
S. sa/ivarius, Enterococcus faecalis e Actinomyces viscosus). O metronidazol inibiu o 
crescimento de todos os anaeróbios estritos testados e o hidróxido de cálcio com 
água destilada ou glicerina foram ineficazes. 
DELANY et a/. {1982) examinaram in vitro a ação antimicrobiana da solução de 
gluconato de clorexidina 0,2% como agente irrigante e medicação intracanal sobre a 
microbiota do canal radicular de dentes humanos recém-extraídos com polpas 
necrosadas. A avaliação do crescimento bacteriano foi observada através da 
inoculação de suspensão de raspas de dentina sobre o ágar. Constataram que houve 
uma redução significativa do número de bactérias em ambos os procedimentos 
endodônticos. 
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KURUVILLA et a/. (1998) avaliaram em dentes humanos com polpas 
necrosadas e lesões periapicais a atividade antimicrobiana do hipoclorito de sódio 
2,5%, gluconato de clorexidina 0,2%, separados e combinados, como irrigantes 
endodônticos. Concluíram que a combinação do hipoclorito de sódio e clorexidina 
dentro do canal radicular reduziu 84,5% de culturas bacterianas positivas comparadas 
com 70,0% para a clorexidina e 59,4% para o hipoclorito de sódio. A associação entre 
as duas substâncias provavelmente formou um novo composto, o cloreto de 
clorexidina, o qual pode ter aumentado a capacidade ionizante da molécula de 
clorexidina, sugerindo uma reação sinérgica. 
Baseados no possível sinergismo entre a combinação de desinfetantes 
endodônticos WALTIMO et a/. (1999) avaliaram a ação antifúngica do hidróxido de 
cálcio, acetato de clorexidina 0,5% e 0,05%, iodine potássio iodado e hipoclorito de 
sódio, tanto individualmente como em possíveis associações. Discos de papel 
absorventes contaminados com C. albicans foram colocados em contato com os 
desinfetantes nos tempos de 30 s, 5 min, 1 h e 24 h através do método de contato 
direto. A Clorexidina 0,5% e 0,05% quando comparadas ao hidróxido de cálcio 
saturado com água destilada foram mais efetivas. A associação clorexidina 0,5%-
hidróxido de cálcio pó também foi mais efetiva que o hidróxido de cálcio saturado com 
água destilada e menos efetiva que a clorexidina 0,5%, após 24 h. Concluíram que o 
hidróxido de cálcio inibiu o efeito antifúngico da clorexidina. 
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LINDSKOG et a/. (1998) avaliaram o efeito terapêutico do gluconato de 
clorexidina 1,0% gel como medicação intracanal , durante 1 mês, em reabsorções 
radiculares inflamatórias induzidas em macacos, e concluíram após exame histológico 
dos espécimes que ocorreu redução do processo de reabsorção, provavelmente 
devido à sua ação antibacteriana dentro dos túbulos dentinários e sobre as células do 
ligamento periodontal. 
BARBOSA et a/. (1997) compararam in vivo e in vitro a atividade 
antimicrobiana do PMCC, solução de gluconato de clorexidina O, 12% e 0,2% e pasta 
de hidróxido de cálcio com solução salina em dentes humanos unirradiculares com 
necrose pulpar e lesão periapical. Os canais radiculares que forneceram culturas 
positivas uma semana após o preparo químico-mecânico e medicação intracanal com 
PMCC foram medicados outra vez com uma das três substâncias testadas. Amostras 
bacterianas pós-medicação foram removidas dos canais uma semana depois e 
demonstraram que todos os medicamentos foram efetivos para reduzir ou eliminar a 
microbiota endodôntica. A atividade antimicrobiana in vitro foi avaliada através do 
teste de difusão em ágar sobre as bactérias comumente encontradas nas infecções 
endodônticas (anaeróbios estritos - Porphyromonas endodontalis, P. gíngívalis, 
Actinomyces israe/is, Fusobacterium nuc/eatum, Propionibacteríum acnes - os 
anaeróbios facultativos -A. naeslundíi, Staphy/ococcus aureus. Streptococcus mutans 
e Enterococcus faecalis, e um aeróbio, Pseudomonas aeruginosa). Os tempos 
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experimentais foram 48 h para os aeróbios e anaeróbios facultativos e 7 dias para os 
anaeróbios estritos. O PMCC e a clorexidina O, 12% e 0,2% foram igualmente efetivos 
sobre todos os microrganismos e o hidróxido de cálcio foi ineficaz sobre todos os 
microrganismos, com exceção do A. israelii e A. naeslundií. 
HELING et a/. (1992a) avaliaram in vitro o efeito antibacteriano da solução de 
gluconato de clorexidina 2,0% e clorexidina 20% em um sistema de liberação lenta 
(SRD = Slow Release Device), como medicação intracanal em espécimes de incisivos 
bovinos contaminados com "S. faecalis". O sistema de liberação lenta consiste de tiras 
contendo o glutaraldeído como veículo e 1,2 mg de clorexidina 20% como agente 
ativo. Este sistema foi diluído em O, 1 ml de solução salina e introduzido no interior do 
canal. Foi realizada análise microbiológica da dentina removida das paredes do canal 
e constataram que ambas as formas do medicamento foram efetivas até a 
profundidade de 0,5 mm nos tempos experimentais de 24, 48 horas e 7 dias. 
HELING et a/. (1992b) compararam a eficácia antibacteriana do gluconato de 
clorexidina 20% no sistema SRD e do hidróxido de cálcio como medicações intracanal 
para a desinfecção dos túbulos dentináríos de dentina bovina contaminados com "S. 
faeca/is" e prevenção da infecção secundária do sistema de canais radiculares, 
através da observação da turbidez do meio BHI contendo as raspas de dentina. 
Constataram que a clorexidina foi eficaz tanto para reduzir a população bacteriana da 
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infecção primária quanto para prevenir a infecção secundária. Ao contrário, o 
hidróxido de cálcio não mostrou ação antimicrobiana nem para descontaminar a 
dentina nem para prevenir infecção secundária após 3 e 7 dias. 
KOMOROWSKI et a/. (2000) avaliaram o efeito antimicrobiano residual da 
clorexidina em dentina bovina tratada com solução de clorexidina 0,2% durante 5 
minutos e 7 dias. A seguir a dentina foi submetida a contaminação com E. faecalis por 
21 dias. Após este período, raspas de dentina foram coletadas em BHI para 
verificação da presença de bactérias nos túbulos dentinários. Constataram potencial 
antimicrobiano residual como medicação intracanal, quando mantida sobre a dentina 
por 7 dias. 
LENET et a/. (2000) seguindo a mesma linha de raciocínio, compararam in vitro 
a atividade antimicrobiana residual da clorexidina gel 2,0%, Clorexidina 25% em um 
sistema de liberação controlada e hidróxido de cálcio veiculado em solução salina 
como medicação intracanal em espécimes de incisivos bovinos por 7 dias. Este 
sistema consiste de uma membrana de polímero degradável imersa em solução 
salina, liberando clorexidina através de sua desintegração. Após o período 
experimental, os espécimes foram inoculados com E. faeca/is por 21 dias. Foram 
removidas as raspas de dentina e suspensas em meio BHI para avaliação da 
atividade antimicrobiana através da turbidez do meio. Constataram que a clorexidina 
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gel 2,0% mostrou ausência de bactérias viáveis em todas as profundidades de 
dentina. 
Muito embora seja reconhecida a efetividade antimicrobiana da clorexidina, 
estudos in vitro têm demonstrado que algumas substâncias, quando eventualmente 
associadas ao digluconato de clorexidina gel ou liquido, reduzem sua atividade 
antimicrobiana, tais como: cálcio, uréia, lauril sulfato de sódio (RÓLLA & MELSEN, 
1975; BONESVOLL, 1977a,b} e sacarina sádica, nas concentrações 0,5 a 1,0% 
(CURY et a/., 2000). 
2.3 O presente estudo 
No nosso entendimento, tendo em vista os aspectos mencionados, acreditamos 
na real necessidade de que estudos para avaliação da atividade antibacteriana do 
digluconato de clorexidina gel 2,0%, hidróxido de cálcio (Calen®) e da combinação de 





Considerando o papel desempenhado pelos microrganismos nas infecções 
endodônticas persistentes, considerando ainda as propriedades retrocitadas da 
clorexidina gel no controle destas infecções, o presente estudo teve o propósito de 
investigar in vitro a susceptibilidade do Enterococcus faecalis à ação antibacteriana 
do digluconato de clorexidina gel 2,0%, da pasta de hidróxido de cálcio (Calen®l e 
da associação de ambos, quando utilizados como medicação intracanal. 
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4. MATERIAIS & MÉTODOS 
4.1 MATERIAIS 
4.1.1 Dentes 
*300 incisivos centrais superiores bovinos. 
4.1.2 Microrganismo 
*Enterococcus faecalis (ATCC 29212). 
4.1.3 Meios de cultura 
* Brain Heart lnfusion Broth (BHI) - Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, Inglaterra. 
* Ágar Bacteriológico- Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, Inglaterra. 
* Brain Heart lnfusion Agar (BHIA) - Oxoid , Unipath Ltd, Basingstoke, Inglaterra. 
*Sangue de carneiro desfibrinado- EBEFARMA, Araras, SP . 
4.1.4 Medicamentos testados 
* Clorexidina gel 2,0%- Proderma Farmácia de Manipulação Ltda.- Piracicaba, SP. 
Composição: clorexidina gel2,0% com base de Natrosol (hidroxietilcelulose) 1,0%. 
* Pasta de hidróxido de cálcio (Calen®)- SS White Artigos Dentários Ltda.- Rio de 
Janeiro- RJ. 
Composição: 2,5 g de hidróxido de cálcio, 0,5 g de óxido de zinco, 0,05 g de 
colofônia hidrogenada e 1,75 ml de polietilenoglicol 400 (patenteada por 
LEONARDO & LEAL). 
* Clorexidina gel2,0% +Pasta de hidróxido de cálcio (Calen®). 
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4.2 MÉTODOS 
4.2.1 Seleção dos dentes 
Foram selecionados 300 incisivos centrais superiores bovinos, hígidos, 
extraídos recentemente, com ápices formados e comprimento aproximado de 30,0 
mm (Fig. 4.1 e 4.2A). Os dentes foram cuidadosamente limpos com raspadores 
periodontais para a remoção do tecido periodontal ou ósseo aderidos à superfície 
radicular quando presentes, e mantidos em hipoclorito de sódio 0,5% por no máximo 7 
dias (HAAPASALO & 0RSTAVIK, 1987). 
FIGURA 4.1 - Radiografia de dente bovino nos sentidos mésio-distal e vestíbulo-
palatino confirmando a completa formação apical. 
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4.2.2 Preparo dos espécimes 
A seguir, o preparo dos espec1mes foi realizado como descrito por 
HAAPASALO & 0RSTAVIK (1987). Foram removidos 5,0 mm apicais e 2/3 
coronários com disco diamantado dupla face (KG Sorensen lnd. e Com. Ltda, São 
Paulo, SP, ref. 7020), sob constante refrigeração, obtendo-se um remanescente 
radicular (tubo de dentina) com 18,0 mm de comprimento (Fig.4.2B). 
FIGURA 4.2- Preparação dos espécimes de dentina bovina: A-. Dente bovino com 
comprimento de 30,0 mm; B -. Tubo de dentina com 18,0 mm de 
comprimento; C - Terços radiculares cervical, médio e apical. 
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O cemento radicular foi removido com ponta diamantada cilíndrica longa (KG 
Sorensen lnd e Com. Ltda, São Paulo, SP, ref. 3101), em alta rotação, sob 
refrigeração constante, acorde HAAPASALO & 0RSTAVIK (1987); PEREZ et a/. 
(1993). 
A seguir o preparo mecânico dos canais radiculares nos blocos de dentina foi 
realizado com broca esférica carbide de 2,1 mm de diâmetro (ISO 021, Maillefer, 
Dentsply lnd. e Com. Ltda., Petrópolis, RJ), em baixa rotação, com o objetivo de 
padronizar o diâmetro dos canais (Fig. 4.3). 
Durante a realização de todos os procedimentos os espécimes foram mantidos 
em água destilada para evitar a desidratação. 
4.2.3 Tratamento da dentina para remoção de SMEAR LA YER 
Os espécimes foram acondicionados, individualmente, em frascos de vidro com 
tampas rosqueáveis contendo 3,0 ml de hipoclorito de sódio 5,25%, sendo então 
colocados em banho ultra-sônico (BRANSON 1210, Branson Ultrasonics Corporation. 
Danbury, USA), por 10 minutos. Em seguida realizou-se a lavagem em água corrente 
por 1 hora, para remoção dos resíduos de hipoclorito de sódio (PEREZ et a/., 1993). 
Imediatamente procedeu-se a um novo banho ultra-sônico porém utilizando-se 
EDTA 17% e pH 7,8, seguido de lavagem em água corrente por 1 hora, com o objetivo 
de remover os traços das substância química e do magma dentinário, o que foi 
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constatada por fotomicrografias (MEV), onde observou-se os túbulos dentinários 
abertos (Fig 4.4). 
FIGURA 4.4 - Superfície dentinária após tratamento com NaOCI 5,25% + EDTA 
17% em ultra-som totalmente livre de smear layer (x2000) . 
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A eficiência do método de remoção de smear layer foi observada em 
Microscópio Eletrônico de Varredura (DSM 940 A, Zeiss, Alemanha) através de 
imagens padronizadas, em magnificações de x2000 (15KV) de áreas representativas 
do terço médio dos canais radiculares. 
4.2.4 Esterilização dos espécimes 
Os espécimes foram colocados em frascos individuais de vidro com tampa 
rosqueável contendo 3,0 ml de BHI e esterilizados em autoclave a 121° C, 1 atm, por 
15 minutos. Posteriormente, foram mantidos em estufa a 37°C por 24 horas para 
comprovação da efetividade do método de esterilização, através da verificação da 
ausência de turbidez do meio (HAAPASALO & 0RSTAVIK, 1987). 
4.2.5 Contaminação in vitro dos espécimes com Enterococcus faecalis 
Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) em caldo de BHI foram utilizadas 
como contaminantes dos espécimes. Estas bactérias foram subcultivadas em placas 
de BHI Ágar + 5% sangue desfibrinado de carneiro e incubadas em estufa a 37° C por 
48 horas (Fig. 4.5A). 
Após este período, colônias isoladas destas bactérias foram suspensas em 
tubos com tampas rosqueáveis, contendo 5,0 ml de BHI (Fig.4.5B). Esta suspensão 
foi submetida à agitação mecânica (VORTEX MA 162, Marconi, Piracicaba, SP) e 
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ajustada em espectrofotômetro (FEMTO 432, Marconi, Piracicaba, SP) (Fig.4.5C) com 
absorbância de 800 nm, até atingir a concentração equivalente a 0,5 da escala de Me 
Farland (1,5 x 108 bactéria I ml), pois segundo SUNDQVIST (1992b) esta 
concentração corresponde ao número de células bacterianas encontradas nos canais 
radiculares (Fig. 4.50). 
Os frascos contendo os espécimes esterilizados foram abertos em câmara de 
fluxo laminar vertical (modelo PA 330 PACHANE lnd. E Comércio Ltda. Piracicaba, 
SP) para remoção de 2,0 ml de BHI estéril e substituição por 2,0 ml da suspensão de 
E. faecalis, utilizando pipetas mecânicas com pontas descartáveis estéreis(Fig. 4.5E). 
Em seguida os frascos foram vedados e mantidos em estufa a 37° C por 7 dias 
(HAAPASALO & 0RSTAVIK, 1987; FERRAZ, 1999), com trocas de 1,0 ml de meio 
BHI contaminado por outro estéril, a cada 2 dias, a fim de evitar a saturação do 
mesmo, respeitando todo o rigor de assepsia exigido para este procedimento (Fig. 
4.5F). 
A constatação do crescimento bacteriano durante o período de incubação deu-
se pela presença de turbidez do meio acorde. A pureza das culturas foi observada 
através da morfologia das colônias plaqueadas em BHI ágar-sangue e a confirmação 
foi realizada utilizando-se teste de coloração de Gram, teste de Catalase e método 
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bioquímico de identificação bacteriana (Api 20 Strep, bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, 
França). 
FIGURA 4.5 - A - E. faeca/is (ATCC 29212); B - Suspensão microbiana; C -
Agitação mecânica; D - Concentração 0,5 escala Me Farland; E-
Contaminação dos espécimes; F - Incubação. 
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A confirmação da penetração bacteriana nos túbulos dentinários, deu-se por 
observação dos espécimes com o auxílio da Microscopia Eletrônica de Varredura, 
(Fig. 4.6) 
FIGURA 4.6 - E. faeca/is na superfície dentinária e no interior dos túbulos dentinários 
após o período de 7 dias de contaminação in vitro (x2000). 
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4.2.6 Ação Antibacteriana dos medicamentos 
Decorrido o período de contaminação, os espécimes foram retirados da estufa, 
e conduzidos para o interior da câmara de ftuxo laminar onde foram removidos dos 
frascos com uma pinça clínica estéril. A seguir o canal foi irrigado com 5,0 ml de 
solução salina estéril e seco com pontas de papel absorvente estéreis. 
A impermeabilização da superfície externa radicular foi realizada com esmalte 
de unhas vermelho (Risqué, Niasi S A, Taboão da Serra, SP), prevenindo o possível 
contato do medicamento com o meio exterior. A seguir, cada espécime foi montado 
sobre uma "plataforma" de cera utilidade a fim de vedar a superfície inferior do bloco 
de dentina, evitando assim que o medicamento escoasse para o meio externo. 
Foi realizado estudo piloto para verificação da interferência do esmalte de 
unhas na viabilidade das bactérias. Para isso recobriu-se alguns cones de papel 
absorvente estéreis com o esmalte e em seguida foram colocados em placas com 
meio BHI ágar sangue contendo E. faecalis e incubados em estufa a 37°C por 48 
horas. A ausência de halos de inibição demonstrou que o esmalte de unhas não 
interferiu no crescimento bacteriano. 
Convém ressaltar que a cera utilidade também foi previamente desinfectada 
com hipoclorito de sódio 5,25% por 1 minuto e a seguir neutralizado com tiossulfato de 
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sódio 0,6% (SIQUEIRA et ai., 1998b), o que foi constatado pela imersão da cera em 
meio BHI por 7 dias, com verificações diárias da ausência de turbidez. 
O conjunto, "plataforma" de cera e espécime, foi colocado no interior dos poços 
das placas de cultura com 24 unidades, (Corning Cell Culture Cluster, Corning, EUA), 
e a seguir foi acrescentado Ágar a 46°C, cuidadosamente até atingir a borda superior 
do bloco de dentina. Foram inseridos os medicamentos no interior de cada bloco de 
dentina sem que a superfície fosse coberta (Fig. 4.7A e B). 
FIGURA 4. 7 - A- Espécimes em placas de cultura; B- Medicamento; C- Incubação; O 
e E - Remoção das raspas de dentina com motor elétrico Pró-File; F -
Coleta em BH I. 
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Os 300 espécimes foram divididos em 04 grupos, sendo 03 experimentais e 01 
grupo controle, como mostra a Tabela 4.1. 
















G1 - G2- G 3- Grupos experimentais; GC- Grupo Controle; CG- Clorexidina gel 
2,0%; HC- Hidróxido de cálcio; CH- Clorexidina+hidróxido de cálcio ; SM- sem 
medicamento. 
GRUPO 1 - CLOREXIDINA GEL 2,0% (CG) 
Nesse grupo a clorexidina gel 2,0% foi injetada no canal com seringa Luer Lok 
plástica de 3,0 ml e agulha descartáveis 25x7 (Becton Dickinson lnd. Cirúrgicas Ltda, 
Curitiba, PR), preenchendo-o totalmente. 
GRUPO 2- PASTA DE HIDRÓXIDO DE CÁLCIO (HC) 
Nesse grupo a pasta de hidróxido de cálcio (Calen®) foi introduzida no canal 
com seringa endodôntica ML (SS White Artigos Dentários Ltda, Rio de Janeiro, RJ) e 
63 
agulha descartável 27G (Becton Dickinson lnd. Cirúrgicas Ltda, Juiz de Fora, MG), 
próprias para sua aplicação, preenchendo-o totalmente (LEONARDO et a/.,1993). 
GRUPO 3- CLOREXIDINA GEL 2,0%+PASTA DE HIDRÓXIDO DE CÁLCIO (CH) 
Nesse grupo a associação clorexidina gel 2,0%+ pasta de hidróxido de cálcio 
(Calen®) foi realizada na proporção de 1:1, ou seja, pesou-se em balança de alta 
precisão (ACATEC. lnd. e Com. de Aparelhos Científicos Ltda. São Paulo, SP), 0,20 g 
de cada medicamento, misturou-se homogeneamente com espátula no 36 em placa 
de petri estéril, acondicionou-se em seringa Luer Lok plástica de 3,0 mL e agulha 
descartáveis 25x7 e preencheu-se todo o canal. 
GRUPO 4 - CONTROLE POSITIVO 
Este grupo foi utilizado para a verificação da viabilidade das bactérias durante 
o experimento, sendo mantido em estufa a 37°C e observado em todos os tempos 
experimentais. Cada espécime recebeu em intervalos de 2 dias, 0,40 !JL de BHI 
estéril, o qual serviu de substrato para manter as bactérias viáveis. 
Após a inserção da medicação em todos os blocos de dentina de seus 
respectivos grupos experimentais, todos os espécimes foram incubados em estufa a 
37°C (Fig. 4.7C), obedecendo os seguintes tempos experimentais: O, 5, 15, 30, 60 
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minutos; 1, 2, 7, 15 e 30 dias. As avaliações foram realizadas em triplicatas em todos 
os tempos e em três repetições (HAAPASALO et ai., 2000). 
Convém esclarecer que tanto a clorexidina quanto o hidróxido de cálcio 
isolados e combinados foram submetidos a aferição do pH {Procyon, pH meter digital 
modelAS 720, eletrodo A 11489, Procy lnstr. Científica. São Paulo, SP), obtendo-se 
as seguintes medidas: Clorexidina, pH 7,0; Hidróxido de cálcio {Calen®), pH 11 ,O e 
Clorexidina+ hidróxido de cálcio, pH 12,8. 
4.2.7 Amostras de Dentina 
Ao término dos tempos experimentais os espécimes foram retirados dos poços 
das placas de cultura e os canais foram irrigados com 5,0 ml de solução salina estéril 
para remoção de todo medicamento e secos com pontas de papel absorvente 
estéreis. 
Cada espécime foi montado em um suporte de alumínio estéril onde um 
parafuso fixava o bloco de dentina (Fig. 4.7 O e E), para remoção seqüencial das 
raspas de dentina da superfície da luz do canal que esteve em contato com o 
medicamento, utilizando-se motor elétrico de baixa rotação (Pró-File® 04 CH 1338, 
Maillefer, Dentsply, Ballaigues, Suíça), brocas esféricas estéreis, em baixa rotação, de 
diâmetro crescente (ISO 023, 025, 027, 029). Desta maneira foram removidas raspas 
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de dentina em uma profundidade que vanou de O a 0,4 mm (400~m), 
aproximadamente. Portanto, cada broca removeu 0,1 mm (100~m) (Fig. 4.8 ). 
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FIGURA 4.8. - Diagrama demonstrando a remoção circunferencial de dentina. 
As raspas de dentina, obtidas durante o uso de cada broca assim como o 
remanescente dentinário de cada espécime foram imediatamente coletados em 
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frascos de vidro individuais estéreis contendo 3,0 ml de BHI para o grupo do 
hidróxido de cálcio e 3,0 ml de BHI com 0,5% Tween 80+ 0,07% Lecitina de soja 
(neutralizadores da clorexidina) para evitar a ação residual da clorexidina, tanto para o 
grupo da clorexidina quanto para o grupo da associação clorexidina+hidróxido de 
cálcio (SIQUEIRA et ai., 1998b; FERRAZ,1999). Para o grupo do hidróxido de cálcio, 
a lavagem do canal radicular dos espécimes com solução salina impediu o transporte 
do medicamento para o meio de cultura (SAFA VI et a/., 1990) e, finalmente, foram 
incubados em estufa a 37°C por 2 dias. 
Findo este período cada tubo teste contendo BHI com as raspas de dentina 
correspondente a cada diâmetro de broca utilizada (Fig. 4.9A), bem como o frasco 
contendo o remanescente dentinário de cada espécime, foram agitados 
mecanicamente para remoção de 0,20 J.!L da suspensão com o auxílio de pipetas 
mecânicas e pontas descartáveis. Em seguida foram plaqueadas em poços de placas 
de cultura individuais contendo BHI ágar sangue, e então levados a estufa a 37°C por 
2 dias para confirmação da ação antibacteriana dos medicamentos testados (Fig. 
4.98). 
Quando o medicamento foi ineficaz, ocorrendo assim o crescimento bacteriano, 
a pureza das culturas foi observada através da morfologia das colônias em BHI ágar 
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FIGURA 4.9 - A - Tubos testes: (1) sem turbidez e (2) com turbidez; B - Plaqueamento; C - Crescimento 
bacteriano negativo (raspas de dentina); O - Crescimento bacteriano positivo; E - Coloração de 
Gram; F- Teste de Catalase; G- Método bioquímica de identificação bacteriana. 
sangue (Fig. 4.9C e D) , confirmada pela coloração de Gram (Fig. 4.9E), do Teste de 
Catalase (Fig. 4.9F) e método bioquimico de identificação bacteriana (Api 20 Strep, 
bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, França) {Fig. 4.9G). 
4.2.8 Análise estatística 
Os dados obtidos neste experimento foram analisados estatisticamente através 
do Teste Exato de Fisher para avaliar a frequência de culturas bacterianas positivas 
produzidas pelos medicamentos testados sobre dentina bovina contaminada com 




Os dados dispostos nas Tabelas 5.1 e 5.2 mostram que os resultados foram 
similares para as três repetições do experimento, sendo que cada repetição foi 
realizada em triplicata, totalizando 9 espécimes para cada tempo experimental. 
Para um melhor entendimento da leitura das Tabelas. 5.1 e 5.2, os dados 
originais encontram-se no ANEXO I ( TAB. 1.1-1.6 e 2.1-2.6). 
5.1 Atividade antibacteriana dos medicamentos sobre E. faecalis em relação aos 
tempos experimentais, em todas as profundidades de dentina avaliadas. 
As leituras das amostras de dentina de cada espécime, determinadas pela 
remoção de raspas de dentina com brocas de diâmetros de 2,3 - 2,9mm foram todas 
iguais. Desta forma os resultados expressos na Tabela 5.1 agrupam as leituras 
independentes dos diâmetros das brocas, ou seja, foram feitas 36 leituras para cada 
medicação, em cada tempo experimental, excluindo o remanescente. 
O Grupo Controle exibiu a presença de bactérias viáveis em todos os tempos 
experimentais, confirmando a eficiência deste modelo de estudo. 
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Nas condições experimentais deste estudo o hidróxido de cálcio (Calen®} não 
exibiu ação antibacteriana sobre E. faeca/is, em nenhum dos tempos avaliados (TAB. 
5.1). 
A Tabela. 5.1 mostra que tanto a clorexidina gel 2,0% quanto a associação 
clorexidina+hidróxido de cálcio (Calen®) não promoveram ação antibacteriana sobre o 
microrganismo testado nos tempos: O, 5, 15, 30 e 60 minutos. 
TABELA 5.1- Percentual de culturas bacterianas negativas promovidas pelos medicamentos 
utilizados sobre dentina contaminada com E. faecalis nos tempos experimentais, em 
todas as profundidades de dentina avaliadas 
Tempos experimentais 
Medicamentos 
Omin 5min 15min 30min 60min 1d* 2d* 7d* 
CG 0% 0% 0% 0% 0% 100% 100% 100% 
HC O% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 
CH O% 0% 0% 0% 0% 100% 100% 66,6% 
(*) Significância estatística entre os medicamentos(Teste Exato de Fisher). 
CG = Clorexidina gel 2,0%; HC = Hidróxido de cálcio; CH = Clorexidina+hidróxido de cálcio. 










A clorexidina gel 2,0% promoveu 100% de ação antibacteriana após os tempos 
de 1, 2, 7 e 15 dias (TAB. 5.1 e FIG. 5.1). 
A associação clorexidina+hidróxido de cálcio (Calen®) exibiu 100% culturas 
bacterianas negativas após 1 e 2 dias, entretanto aos 7 dias observa-se a atividade 
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FIGURA 5.1. Atividade antibacteriana da clorexidina gel 2,0%, hidróxido de 
cálcio (Calen®) e combinação de ambos sobre E. faecalís. 
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Aos 30 dias todos os espécimes exibiram crescimento bacteriano com todos os 
medicamentos utilizados (TAB. 5.1 ). 
5.2 Comparação da atividade antibacteriana entre os medicamentos em cada 
tempo experimental. 
Para os tempos O, 5, 15, 30, 60 minutos e 30 dias não houve diferença 
estatisticamente significativa entre os medicamentos utilizados (p > 0,05), havendo 
100% de crescimento bacteriano para todas as profundidades de dentina (TAB. 5.1). 
No 1° e 2 o dia, observa-se na Tabela. 5.1, que os medicamentos clorexídina gel 
2,0% e a associação clorexidina+hidróxido de cálcio (Calen®) mostraram 100% de 
ação antíbacteriana, não diferindo estatisticamente entre sí. 
Já, a partir de 7 e 15 dias, observa-se na Tabela 5.1 , que a clorexidina gel 2,0% 
manteve a ação antibacteriana, estatísticamente significativa quando comparada aos 
outros medicamentos (p< 0,05). 
Por sua vez, a partir de 7 e 15 dias, a associação clorexidina+hidróxido de 
cálcio (Calen®) reduziu a atividade antibacteriana, mantendo-a em 66,6% e 33,3% dos 
espécimes, respectivamente, (TAB. 5.1), maior que o hidróxido de cálcio (Calen®) e 
menor que a clorexidina gel 2,0%. 
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5.3 Comparação da atividade antibacteriana entre os medicamentos sobre o 
remanescente dentinário, em todos os tempos experimentais. 
Quanto ao remanescente dentinário houve 100% de crescimento bacteriano 
nos tempos, O, 5, 15, 30, 60 minutos, no primeiro dia e aos 30 dias de contato com 
todos os medicamentos utilizados (T AB. 5.2), sem significância estatística. 
TABELA 5.2- Percentual de culturas bacterianas negativas promovidas pelos medicamentos 
utilizados sobre dentina contaminada com E. faecalis nos tempos experimentais, 
para os remanescentes dentinários 
Tempos experimentais 
Medicamentos 
Omin 5mín 15 min 30m in 60min 1d 2d* 7d* 
CG 0% 0% 0% 0% 0% 0% 100% 100% 
HC 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 
CH 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 66,6% 
(*) Significância estatística entre os medicamentos(Teste Exato de Fisher}. 
CG = Clorexidina gel 2,0%; HC = Hidróxido de cálcio; CH = Clorexidina+hidróxido de cálcio. 





O hidróxido de cálcio (Calen®) não mostrou nenhuma ação antibacteriana em 
nenhum dos outros tempos experimentais {TAB. 5.2). 
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A partir do 2° dia, observa-se na Tabela. 5.2, que a clorexidina gel 2,0% 
mostrou 100% de ação antibacteriana sobre o remanescente dentinário, mantendo-a 
até aos 15 dias, diferindo estatisticamente dos demais medicamentos (p <0,05). 
Observa-se na Tabela 5.2, para a associação clorexidina+hidróxido de cálcio 
(Calen®), 100% de crescimento bacteriano do remanescente dentinário até aos 2 
dias, entretanto após o 7° e 15° dias, foi observada atividade antibacteriana em 
66,6%, e 33,3% dos espécimes, respectivamente, mostrando-se maior que o 
hidróxido de cálcio (Calen®) e menor que a clorexidina gel 2,0%. 
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6. DISCUSSÃO 
A Endodontia moderna tem admitido o tratamento endodôntico em sessão 
única graças à evolução das técnicas de instrumentação, da eficácia antimicrobiana 
dos agentes irrigantes e dos novos métodos de obturação do sistema de canais 
radiculares (SOLTONOFF, 1978; OLIET, 1983; ROANE et a/., 1983; WEIGER et a/., 
2000). 
A despeito disso, é comum na clínica endodôntica situações de emergência 
endodôntica tais como dentes sintomáticos com necrose pulpar, flare-ups, 
hemorragias, exsudatos persistentes, reabsorções radiculares, rizogênese incompleta, 
casos de trauma e principalmente falta de tempo para concluir o tratamento em única 
sessão. Todas estas situações requerem a utilização de uma medicação intracanal 
para funcionar como barreira mecânica, combater possíveis infecções e evitar a 
recontaminação dos canais radiculares (GOMES, 1995). 
Vários modelos de infecção dentinária in vitro têm sido propostos na literatura, 
muitos deles utilizam E. faeca/is como microrganismo de escolha (MERYON et a/., 
1986; HAAPASALO & 0RSTAVIK, 1987; 0RSTAVIK & HAAPASALO, 1990; 
VAHDATY et a/., 1993; SIQUEIRA & UZEDA, 1996; SIQUEIRA et a/., 1996; 
SIQUEIRA et ai., 1997; TANRIVERDI et a/., 1997; KOMOROWSKI et a/., 2000). 
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E. faecalis é um microrganismo anaeróbio facultativo, coco Gram-positivo, está 
associado às infecções persistentes do canal radicular (ENGSTRÕM, 1964; 
HAAPASALO et ai. , 1983; GOMES et a/.,1996b), além de possuir alta resistência a 
uma ampla variedades de agentes antimicrobianos (ENGSTRÕM, 1964; 
SUNDQVIST, 1992b). 
A cepa E. faecalis (ATCC 29212) foi selecionada para este experimento por já 
ter sido utilizada em vários estudos in vitro para investigar a ação antimicrobiana de 
algumas substâncias como medicamento intracanal (HAAPASALO & 0RSTAVIK, 
1987; 0RSTAVIK & HAAPASALO, 1990; SIQUEIRA & UZEDA, 1997; BARBOSA et 
ai., 1997; KOMOROWSKI et a/. , 2000; FERRAZ et ai., in press). 
Vários estudos têm utilizado dentes bovinos para examinar a penetração de 
bactérias nos túbulos dentinários e avaliar a ação antimicrobiana de algumas 
substâncias como medicação intracanal (HAAPASALO & 0RSTAVIK, 1987; 
0RSTAVIK & HAAPASALO, 1990; PEREZ et ai., 1993; SIQUEIRA & UZEDA, 1996; 
SIQUEIRA et a/., 1996; KOMOROWSKI et a/., 2000). 
Incisivos bovinos foram utilizados neste estudo porque seus túbulos dentinários 
são semelhantes aos dos dentes humanos em quantidade, tamanho, diâmetros, 
morfologia e densidade. Além disso, estes dentes são fáceis de se obter e seu 
tamanho toma o seu manuseio mais fácil (HAAPASALO & 0RSTAVIK, 1987; IDA et 
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a/., 1989; 0RSTAVIK & HAAPASALO, 1990; HELING et a/., 1992a; HELING et a/., 
1992b). 
O método de infecção utilizado no presente estudo se mostrou eficiente após o 
período de 7 dias de 1ncubação dos espécimes de dentina bovina contaminada com E. 
faeca/is, pois foi possível recuperar culturas puras das amostras contaminadas e 
observá-los em Microscopia Eletrônica de Varredura dentro dos túbulos dentinários, 
confirmando os estudos de HAAPASALO & 0RSTAVIK, 1987; 0RSTAVIK & 
HAAPASALO, 1990; VAHDATY et a/., 1993; FERRAZ, 1999. 
Alguns autores são unânimes ao afirmarem que a penetração de bactérias na 
dentina do lado pulpar é maior quando o cemento é removido da superfície radicular, 
pois facilita a colonização e proliferação dos microrganismos dentro dos túbulos 
dentinários (AKPATA & BLECHMAN, 1982; HAAPASALO & 0RSTAVIK, 1987; 
0RSTAVIK & HAAPASALO, 1990). Desta forma, neste estudo, foram removidos 
tanto o cemento radicular quanto smear Jayer da superfície pulpar de todos os 
espécimes. 
Para que ocorra melhor difusão dos medicamentos no interior dos túbulos 
dentinários há a necessidade de se impermeabilizar a superfície externa dos 
espécimes para simular o cemento perdido (HAAPASALO & 0RSTAVIK, 1987; 
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0RSTAVIK & HAAPASALO, 1990). Portanto, uma vez decorrido o período de 
infecção, no presente estudo, antes da inserção dos medicamentos, a superfície 
externa dentinária foi recoberta com esmalte de unhas para simular as condições 
clínicas. 
Para que a leitura dos resultados deste experimento fossem realizadas com 
precisão foram utilizados neutralizadores químicos adicionados ao meio de cultura, 
quando da remoção das raspas de dentina. Para a clorexidina, foram utilizados 0,5% 
tween 80 e 0,07% lecitina de soja {SIQUEIRA et a/., 1998b; FERRAZ, 1999). Para o 
hidróxido de cálcio, apenas a lavagem dos espécimes com água salina foi suficiente 
para inativá-lo quimicamente, não havendo necessidade da utilização do ácido cítrico 
{SAFA VI et a/., 1990). 
Bons resultados clínicos têm sido atribuídos ao hidróxido de cálcio quando 
empregado como medicação intracanal, por possuir reconhecido potencial 
antibacteriano à longo prazo, atuar como barreira física, preenchendo totalmente o 
espaço pulpar para evitar o crescimento de microrganismos residuais, bloqueando a 
passagem e acúmulo de exsudatos da região periapical para o interior do canal 
radicular, eliminando assim os nutrientes para os microrganismos, além de prevenir a 
reinfecção do sistema de canais radiculares pelas bactérias da cavidade oral 
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(HEITHERSAY, 1975; BYSTRÕM et a/., 1985; SJÕGREN et a/., 1991; FAVA & 
SAUNDERS, 1999; SIQUEIRA & LOPES, 1999b). 
O hidróxido de cálcio utilizado nas condições experimentais deste estudo foi 
ineficaz sobre E. faecalis em todos os tempos avaliados, concordando com os 
achados de HAAPASALO & 0RSTAVIK, (1987); 0RSTAVIK & HAAPASALO, 
(1990); SIQUEIRA & UZEDA (1996); TANRIVERDI et a/. (1997); ESTRELA et a/. 
{1999); HAAPASALO et a/. (2000). 
Outros estudos avaliando in vitro a ação antibacteriana de medicamentos 
intracanal também observaram a ineficácia do hidróxido de cálcio para eliminar "S. 
faecalís" e "S. faecium" (STEVENS & GROSSMAN, 1983; SPERANÇA et a/., 1989; 
SAFA VI et a/., 1990; TANRIVERDI et a/. ,1997). 
As contradições entre os achados experimentais in vítro e os clínicos sobre o 
comportamento antimicrobiano do hidróxido de cálcio sugerem que outros 
mecanismos de ação estão envolvidos. O hidróxido de cálcio quimicamente é uma 
base, reage com o gás dióxido de carbono, produzido por alguns microrganismos 
anaeróbios e necessário à sobrevivência de outros, formando carbonato de cálcio e 
água (ESTRELA et a/., 1995b; KONTAKIOTIS et a/., 1995; SIQUEIRA & LOPES, 
1999b). Esta reação ocorre dentro do canal, e pode ser outro mecanismo de ação 
81 
antimicrobiana da pasta de hidróxido de cálcio quando permanece por um longo 
tempo no interior do canal (BYSTRÓM et a/., 1985; SJÓGREN et ai. , 1991 ). 
Não obstante, a capacidade antimicrobiana do hidróxido de cálcio é inibida ou 
neutralizada devido à baixa difusibilidade dos íons hidroxilas nos túbulos dentinários 
(NERWICH et ai., 1993; DEARDORF et ai. , 1994; ÇALT et ai., 1999), e pela 
capacidade tampão da dentina sobre o hidróxido de cálcio (WANG & HUME, 1988; 
IDA et a/., 1989; HAAPASALO et a/., 2000). 
Muito embora a alcalinização da dentina realmente ocorra quando o hidróxido 
de cálcio permanece por um longo tempo no canal, como bem demonstraram os 
estudos de TRONSTAD et ai. (1981 ); KEHOE (1987); NERWICH et ai. (1993); ÇALT 
et ai. (1999); SCHÃFER & BEHAISSI (2000), em que os níveis de pH foram avaliados 
após um período de até 4 semanas, registraram variações na dentina radicular 
externa entre 7,0 e no máximo 10,0. Estes níveis de pH podem ser insuficientes para 
matar algumas cepas bacterianas, a exemplo E. faecalis , o qual pode sobreviver em 
condições de pH 11 ,5 (SPERANÇA et a/., 1989; FOREMAN & BARNES, 1990; 
SIREN et a/., 1997), concordando com os resultados do presente estudo. 
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Outro aspecto a ser considerado é que a liberação de OH- ocorre quando o 
hidróxido de cálcio é veiculado em meio aquoso (HEITHERSAY et a/., 1975; 
TRONSTAD et a/., 1981; BYSTRÓM et a/., 1985; CHONG & PITT FORO, 1992). 
Quando o veículo utilizado é o viscoso, não ocorre difusibilídade de íons OH- (ÇAL T 
et a/., 1999; SAFAVI & NAKAYAMA, 2000). Estes achados concordam com os 
resultados do nosso estudo, em que a pasta de hidróxido de cálcio (Calen®) possui 
veículo viscoso e não demonstrou atividade antibacteriana sobre o microrganismo 
testado. 
Por outro lado, os resultados do presente estudo contradizem os achados do 
experimento de LAGE-MARQUES et a/. (1992); ESTRELA et a/. (1995a); 
LEONARDO et a/. (1997) em que constataram a atividade antibacteriana do hidróxido 
de cálcio sobre E. faecalis, provavelmente porque a análise microbiológica foi 
realizada através da observação de halos de inibição dos medicamentos pelo teste de 
difusão em ágar, onde ocorre o contato direto com o microrganismo, não havendo a 
participação da atividade de tamponamento da dentina. 
Já a atividade antimicrobiana da clorexidina resulta da aderência de sua carga 
positiva à parede celular bacteriana com consequente alteração da permeabilidade da 
membrana citoplasmática e perda dos componentes intracelulares (HENNESSEY, 
1977; FARDAL & TURNBULL, 1986). Tem amplo espectro antimicrobiano tanto 
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sobre microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos, aeróbios, anaeróbios e 
facultativos (HENNESSEY, 1977; BUDTZ-JORGENSEN & LÕE, 1972; GREENSTEIN 
et al., 1986; FARDAL & TURNBULL, 1986; FERRAZ, 1999) quanto sobre leveduras, 
fungos, especialmente Candida a/bicans (SEN et a/., 1999; WALTIMO et a/., 1999). 
Vale lembrar que a clorexidina gel possui outras importantes propriedades, a 
baixa citotoxicidade aos tecidos periapicais (GREENSTEIN et a/., 1986), viscosidade 
que a mantém em contato com as paredes do canal radicular e túbulos dentinários, 
remoção de smear layer e a solubilidade em água {FERRAZ, 1999; FERRAZ et a/., in 
press), o que facilita sua total remoção, não prejudicando a obturação final do sistema 
de canais radiculares. 
Nas condições experimentais deste estudo a clorexidina gel 2,0% mostrou 
ação antimicrobiana sobre E. faecalis no período de 1, 2, 7 e 15 dias, concordando 
com os resultados dos experimentos de DELANY et ai. (1982); HELING et 
a/.(1992a); SIQUEIRA & UZEDA (1997); BARBOSA et ai. (1997); KOMOROWSKI et 
a/. (2000); HAAPASALO et a/. (2000); LENET et a/. (2000) apesar destes estudos 
terem utilizado a clorexidina na forma liquida ou gel, nas concentrações 0,05% -
0,12%-0,2% -0,5%-2,0%-20%-25%. 
A associação clorexidina+hidróxido de cálcio (Calen®) inibiu completamente o 
crescimento do E. faecalis após 1 e 2 dias de contato. Contudo a atividade 
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antibacteriana começou a diminuir a partir do 7° dia, sendo que depois de 30 dias não 
foi observada nenhuma ação. 
O potencial antibacteriano da associação no 1 o e 2° dias pode ser devido ao 
seu alto pH 12,8 (clorexidina, pH 7,0 e hidróxido de cálcio (Calen®), pH 11 ,0), 
sugerindo um aumento da capacidade ionizante da molécula de clorexidina. Isto é 
interessante, uma vez que para a maioria das bactérias, o pH ótimo de crescimento 
localiza-se em torno de 6,5 e 7,5, sendo poucos os microrganismos que conseguem 
sobreviver em limites extremos de pH. 
Portanto, entre 7 e 15 dias, observamos atividade antibacteriana em 66,6 % e 
33,3 % dos espécimes, respectivamente, sugerindo que apesar desta reação química 
aumentar o pH da associação dos medicamentos, paradoxalmente, ocorreu redução 
da atividade antibacteriana da clorexidina, possivelmente devido a perda de 50% de 
suas cargas positivas, o que interferiu na sua capacidade de aderência à parede 
celular bacteriana. Some-se a isto, o fato de que há uma competição entre os íons 
cálcio e as cargas positivas da molécula da clorexidina pelos mesmos sítios de 
adesão, os grupos fosfatos, os quais constituem a parede celular bacteriana. Este 
mecanismo interfere de forma significativa na atividade antibacteriana da clorexidina, 
reduzindo a força de adesão eletrostática entre a carga positiva da molécula da 
clorexidina e a parede celular bacteriana. Os resultados do presente estudo estão de 
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acordo com os achados de RÓLLA & MELSEN (1975); BONESVOLL (1977a,b); 
WALTIMO et a/. (1999). 
Outra hipótese para explicar a interferência do hidróxido de cálcio sobre a ação 
antibacteriana da clorexidina seria a atividade tampão da dentina sobre o hidróxido de 
cálcio, o qual representa metade da mistura, concordando com os achados de 
HAAPASALO et a/. (2000). 
A ação antibacteriana da clorexidina gel 2,0%, sobre o remanescente 
dentinário nos tempos de 2, 7 e 15 dias, sugere a penetração do medicamento no 
interior dos túbulos dentinários, numa profundidade maior que 0,4 mm. Por outro lado 
a associação clorexidina+hidróxido de cálcio (Calen®) mostrou ação antibacteriana 
sobre o remanescente dentinário apenas após os tempos de 7 e 15 dias, de 66,6% e 
33,3% respectivamente. Isto pode ser devido a redução da capacidade da associação 
clorexidina+hidróxido de cálcio (Calen®) de ser adsorvida pela dentina, 
provavelmente, devido à atividade tampão da dentina sobre o hidróxido de cálcio 
(WANG & HUME, 1988; IDA et a/., 1989; HAAPASALO et a/., 2000) ou ainda pela 
ocupação dos íons cálcio nos grupos fosfatos, os quais serviriam de sítios à adesão 
das moléculas catiônicas da clorexidina (RÕLLA & MELSEN, 1975; BONESVOLL, 
1977a,b). 
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Aos 30 dias tanto a clorexidina quanto a associação clorexidina+hidróxido de 
cálcio foram ineficazes sobre E. faecalis, sugerindo a perda total da atividade 
antimicrobiana dos medicamentos e reinfecção dos túbulos dentinários. 
Nossos resultados sugerem que a clorexidina gel tem maior atividade 
antibacteriana como medicação intracanal, entretanto não deverá ultrapassar o 
período de 15 dias no interior do canal. A associação clorexidina gel+hidróxido de 
cálcio apesar de ter ação antibacteriana maior que o hidróxido de cálcio sozinho e 
menor que a clorexidina gel, se mantiver as atividades biológicas do hidróxido de 
cálcio, tais como o potencial osteogênico e capacidade alcalinizante poderá ser uma 
alternativa interessante como medicação intracanal para as situações clínicas de 
rizogênese incompleta, perfurações radiculares, reabsorções radiculares internas, 
externas e apicais, em que há necessidade de induzir neoformação óssea. Entretanto, 
torna-se prudente a realização de estudos futuros para confirmar esta assertiva, 
principalmente no que diz respeito à atividade biológica. 
Por reconhecermos as limitações inerentes aos trabalhos in vitro, devemos ser 
cautelosos com os resultados obtidos neste experimento. Estudos in vivo deverão ser 





Com base nos resultados obtidos, nas condições experimentais deste estudo, 
cumpre-nos concluir que: 
1. A clorexidina gel 2,0% mostrou a melhor ação antibacteriana sobre E. faecalis, 
quando comparada ao hidróxido de cálcio (Calen®) e à associação 
clorexidina+hidróxido de cálcio (Calen®), entre 1 e 15 dias, estatisticamente 
significante entre sí (p < 0,05). 
2. Apesar da associação clorexidina gel 2,0%+hidróxido de cálcio (Calen®) ter 
mostrado atividade antibacteriana reduzida, foi maior que a do hidróxido de cálcio 
(Calen®). 
3. O hidróxido de cálcio (Calen®) não mostrou ação antibacteriana sobre E. faeca/is 
em nenhum dos tempos avaliados. 
4. O potencial antibacteriano da clorexidina gel 2,0% depende do tempo de 




1. Avaliar a atividade biológica da associação hidróxido de cálcio+clorexidina gel, 
primeiramente em animais e a seguir em humanos. 
2. Avaliar a atividade antimicrobiana da clorexidina gel, do hidróxido de cálcio e da 
associação hidróxido de cálcio+clorexidina gel sobre outras cepas bacterianas 
comumente encontradas nas infecções endodônticas. 
3. Avaliar nestas mesmas condições experimentais a pasta de hidróxido de cálcio 
em veículo aquoso, isolada e em combinação com a clorexidina. 
4. Avaliar in vitro a interação entre a associação hidróxido de cálcio+clorexidina gel, 
microrganismos e dentina. 
5. Avaliar a atividade antimicrobiana in vivo como medicação intracanal da 
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ANEXO I · TABELAS 
1. Tabelas com os dados originais da atividade antibacteriana dos medicamentos 
utilizados sobre dentina contaminada in vitro com Enterococcus faecalis nos 
tempos experimentais. 
Tabela 1.1 - Atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre dentina contaminada com 
Enterococcus faecalis nos tempos O, 5, 15, 30 e 60 minutos. 
Medicamentos 
Tempo* 0 Brocas (mm) CG1 CG2 CG3 HC1 HC2 HC3 CH1 CH2 CH3 
Crescimento bacteriano 
O, 2,3 + + + + + + + + + 
5,15,30, 2,5 + + + + + + + + + 
60 min. 2,7 + + + + + + + + + 
2,9 + + + + + + + + + 
R + + + + + + + + + 
CG - Clorexidina gel 2,0%; HC - Hidróxido de cálcio; CH - Clorexidina+hidróxido de cálcio; R - remanescente 
dentinário. 
(+) Crescimento bacteriano positivo 
(- ) Crescimento bacteriano negativo 
(*) Em todos os tempos utilizados obteve-se os mesmos resultados. 
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Tabela 1.2 - Atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre dentina contaminada com 
Enterococcus faecalis no primeiro dia. 
Medicamentos 
Tempo 0 Brocas (mm) CG1 CG2 CG3 HC1 HC2 HC3 CH1 CH2 CH3 
Crescimento bacteriano 
1 dia 2,3 + + + 
2,5 + + + 
2,7 + + + 
2,9 + + + 
R + + + + + + + + + 
CG - Clorexidina gel 2,0%; HC - Hidróxido de cálcio; CH - Clorexidina+hidróxido de cálcio; R - remanescente 
dentinário. 
(+) Crescimento bacteriano positivo 
(- ) Crescimento bacteriano negativo 
Tabela 1.3 - Atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre dentina contaminada com 
Enterococcus faecalis após 2 dias. 
Medicamentos 
Tempo 0 Brocas (mm) CG1 CG2 CG3 HC1 HC2 HC3 CH1 CH2 CH3 
Crescimento bacteriano 
2 dias 2,3 + + + 
2,5 + + + 
2,7 + + + 
2,9 + + + 
R + + + + + + 
CG - Clorexidina gel 2,0%; HC - Hidróxido de cálcio; CH - Clorexidina+hidróxido de cálcio; R- remanescente 
dentinário. 
( +) Crescimento bacteriano positivo 
(- ) Crescimento bacteriano negativo 
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Tabela 1.4 - Atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre dentina contaminada com 
Enterococcus faecalis após 7 dias. 
Medicamentos 
Tempo 0 Brocas (mm) CG1 CG2 CG3 HC1 HC2 HC3 CH1 CH2 CH3 
Crescimento bacteriano 
7 dias 2,3 + + + + 
2,5 + + + + 
2.7 + + + + 
2,9 + + + + 
R + + + + 
CG - Clorexidina gel 2,0%; HC- Hidróxido de cálcio; CH - Clorexidina+hidróxido de cálcio; R- remanescente 
dentinário. 
(+) Crescimento bacteriano positivo 
(-) Crescimento bacteriano negativo 
Tabela 1.5 -Atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre dentina contaminada com 
Enterococcus faecalis após 15 dias. 
Medicamentos 
Tempo 0 Brocas (mm) CG1 CG2 CG3 HC1 HC2 HC3 CH1 CH2 CH3 
Crescimento bacteriano 
15 dias 2,3 + + + + + 
2,5 + + + + + 
2.7 + + + + + 
2,9 + + + + + 
R + + + + + 
CG- Clorexidina gelá 2,0%; HC- Hidróxido de cálcio; CH- Clorexidina+hidróxido de cálcio; R- remanescente 
dentinário. 
( +) Crescimento bacteriano positivo 
(-)Crescimento bacteriano negativo 
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Tabela 1.6 -Atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre dentina contaminada com 
Enterococcus faecalís após 30 dias. 
Medicamentos 
Tempo 0 Brocas (mm) CG1 CG2 CG3 HC1 HC2 HC3 CH1 CH2 
Crescimento bacteriano 
30 dias 2,3 + + + + + + + 
2,5 + + + + + + + 
2,7 + + + + + + + 
2,9 + + + + + + + 
R + + + + + + + 
CG - Clorexidina gel à 2,0%; HC - Hidróxido de cálcio; CH - Clorexidina+hidróxido de cálcio; 
R- remanescente dentinário. 
( +) Crescimento bacteriano positivo 












2. Tabelas com os dados originais da análise estatística da atividade antibacteriana dos 
medicamentos utilizados sobre dentina contaminada com Enterococcus faecalis nos 
tempos experimentais. 
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Tabela 2.1 -Análise estatística da atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre dentina 
contaminada com Enterococcus faecalis nos tempos O, 5, 15, 30 e 60 minutos. 
Diâmetros das brocas (mm) 
Tempo Medicamentos 2,3 2,5 2,7 2,9 R 
S/N S/N S/N S/N S/N 
O, CG 9/0 9/0 9/0 9/0 9/0 
5, 15, 30, HC 9/0 910 9/0 910 9/0 
60min. CH 9/0 9/0 9/0 9/0 9/0 
NS NS NS NS NS 
R - remanescente dentinário; S - crescimento bacteriano positivo; N - crescimento bacteriano 
negativo; CG - clorexidina gel 2,0%; HC - hidróxido de cálcio; CH - clorexidina + hidróxido de cálcio. 
NS =sem signíficância estatística (p >O, 05) 
Tabela 2.2 - Análise estatística da atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre 
dentina contaminada com Enterococcus faecalis no primeiro dia de contato. 
Diâmetros das brocas (mm) 
Tempo Medicamentos 2,3 2.5 2,7 2,9 R 
S/N S/N S/N S/N S/N 
1 dia CG 0/9 019 0/9 0/9 9/0 
HC 9/0 9/0 9/0 9/0 9/0 
CH 0/9 0/9 0/9 0/9 9/0 
* * * * NS 
R - remanescente dentinário: S - crescimento bacteriano positivo; N - crescimento bacteriano 
negativo; CG - clorexidina gel 2,0%; HC - hidróxido de cálcio; CH - clorexidina + hidróxido de cálcio. 
* p = 6, 40 x 10-7 (Teste Exato de Fisher) 
NS =sem significância estatística (p >O, 05) 
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Ta bela 2.3 - Análise estatística da atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre 
dentina contaminada com Enterococcus faecalis após 2 dias de contato. 
Diâmetros das brocas (mm) 
Tempo Medicamentos 2,3 2,5 2,7 2,9 R 
S/N S/N S/N S/N S/N 
2 dias CG 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 
HC 9/0 9/0 9/0 9/0 910 
CH 0/9 0/9 0/9 0/9 9!0 
* * * * * 
R - remanescente dentinário; S- crescimento bacteriano positivo; N- crescimento bacteriano negativo; 
CG - clorexidina gel 2,0%; HC - hidróxido de cálcio; CH - clorexidina + hidróxido de cálcio. 
* p = 6, 40 x 1 Q-7 (Teste Exato de Fisher) 
Tabela 2.4- Análise estatística da atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre 
dentina contaminada com Enterococcus faeca/is após 7 dias de contato. 
Diâmetros das brocas (mm) 
Tempo Medicamentos 2,3 2,5 2,7 2,9 R 
S/N S/N S/N S/N S/N 
7 dias CG 0/9 0/9 0/9 0/9 019 
HC 9/0 9/0 910 9/0 9/0 
CH 3/6 3/6 3/6 3/6 3/6 
* 
.. 
* * * 
R- remanescente dentinário; S - crescimento bacteriano positivo; N- crescimento bacteriano negativo; 
CG - clorexidina gel 2,0%; HC - hidróxido de cálcio; CH - clorexidina + hidróxido de cálcio. 
* p = 2, 90 x 1 o-s (Teste Exato de Fisher) 
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Ta bela 2.5 -Análise estatística da atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre dentina 
contaminada com Enterococcus faecalis após 15 dias de contato. 
Diâmetros das brocas (mm) 
Tempo Medicamentos 2,3 2,5 2,7 2,9 R 
S/N S/N S/N S/N S/N 
15 dias CG 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 
HC 9/0 9/0 9/0 9/0 9/0 
CH 6/3 6/3 6/3 6/3 6/3 
* * * * * 
R - remanescente dentinário; S - crescimento bacteriano positivo; N - crescimento bacteriano negativo; 
CG - clorexidina gel 2,0%; HC - hidróxido de cálcio; CH - clorexidina + hidróxido de cálcio. 
* p = 2, 90 x 1 o·s (Teste Exato de Fisher) 
Tabela 2.6- Análise estatística da atividade antibacteriana dos medicamentos utilizados sobre dentina 
contaminada com Enterococcus faecalís após 30 dias de contato. 
Diâmetros das brocas (mm) 
Tempo Medicamentos 2,3 2,5 2,7 2,9 R 
S/N S/N S/N S/N S/N 
30 dias CG 9/0 9/0 910 9/0 910 
HC 9/0 9/0 9/0 9/0 9/0 
CH 9/0 9/0 9/0 9/0 9/0 
NS NS NS NS NS 
R - remanescente dentinário; S - crescimento bacteriano positivo; N - crescimento bacteriano negativo; 
CG- clorexidina gel 2,0%; HC- hidróxido de cálcio; CH- clorexidina +hidróxido de cálcio. 
NS = sem significância estatística 
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ANEXO 11· MEIOS DE CULTURA 
1. Brain Heart lnfusion Broth (BHI) · Caldo Infusão Cérebro- Coração 
(Oxoid, Unipath ltd, Basingstoke, UK · CM 225) 
1 .1 Descrição 
Meio de infusão isotônico rico em triptose {uma mistura de carne e peptonas do 
leite) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma concentração baixa de 
glicose é utilizada para estimular crescimento precoce. É ligeiramente tamponado 
para impedir a morte rápida de algumas espécies devido a produção de ácido. É 
adequado para uso como meio de cultura para sangue ou como um caldo enriquecido 
para organismos fastidiosos. 
1.2 Método para reconstituição 
Dispensar 18,5 g do pó em 500 ml de água deonizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouso por 1 O min e depois dissolvida sob aquecimento brando antes de 
ser distribuída em tubos ou frascos. É esterilizada em autoclave a 121°C por 15 min. 
O superaquecimento irá causar caramelização e escurecimento do meio. 
1.3 Aparência 
Amarela clara 
1.4 Armazenagem do meio preparado 
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Frascos com tampa: até 3 meses a 15-20°C no escuro. 
1.5 Inoculação (como meio de cultura para sangue) 
Usar um volume mínimo de 50 ml de meio e adicionar o sangue numa diluição 
de 1:10 a 1:20. Usar em conjunto com um meio de cultura anaeróbico (ex. Fastidious 
Anaerobe Medi um- C 170-1). 
1.6 Incubação 
37°C aerobicamente de 7 a 15 dias 
1. 7 Interpretação de crescimento microbiano 
Observar diariamente, subculturas após 1 ,2,3,7 e 15 dias ou imediatamente 
após haver sinal de crescimento microbiano. 
1.8 Fórmula 
Infusão de sólidos de cérebro-coração 
Proteose peptona 
Glicose 
Cloreto de sódio 
Fosfato di-sódio 








2. Brain Heart lnfusion Agar (BHIA) · Agar Infusão Cérebro-Coração 
(Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, UK -CM 375) 
2.1 Descrição 
Ágar base para todos os usos. 
Este meio foi desenvolvido inicialmente para o isolamento de patógenos orais. 
Com o acréscimo de 5% de sangue desfibrinadof o meio permitirá o crescimento de 
uma variedade ampla de organismos fastidiosos. O fosfato tamponado permite 
neutralizar os ácidos produzidos pela utilização da glicose mantendo a viabilidade dos 
microrganismos. Este meio não é recomendado para a determinação de reações 
hemolíticas por conter glicose. 
2.2 Método para reconstituição 
Dispensar 23,5 g do pó em 500 ml de água deionizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouso por 10 mine depois agitada. É esterilizada em autoclave a 121°C 
por 15 mine resfriada a 47°C antes de ser distribuída nas placas de petri. 
2.3 Aparência 
Amarela clara (sem adição de sangue). 
2.4 Armazenagem do meio preparado 
Placas: até 7 dias a 4°C no escuro 
Frascos com tampa: até 3 meses a 15-20°C no escuro. 
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2.5 Inoculação 
Em superfície, plaqueando para obter colônias puras. 
2.6 Incubação 
Tempo e temperatura favorável aos microrganismos. 
2.7 Características de crescimento 
Colônias brancas/ transparentes em meio sem sangue. 








c v =convexa 
I = inteira 
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Infusão de sólidos de cérebro-coração 
Proteose peptona 
Glicose 
Cloreto de sódio 
Fosfato disódico 
Ágarno. 2 









ANEXO 111 • KIT DE IDENTIFICAÇÃO MICROBIANA 
1. API 20 Strep 
1.1 Descrição 
API 20 Strep {# ) é um teste bioquímica para identificação da maioria dos 
Streptococcus encontrados na bacteriologia médica baseado em 20 testes. 
Cada kit contem 25 tiras de testes, recipientes de incubação, ampolas de meio 
GP, folhas para resultados e manual de instrução API 20 Strep. A identificação das 
cepas pode ser interpretada com o "Analytical Profile lndex" ou com o software 
APILAB. As tiras de testes API 20 Strep e as ampolas devem ser armazenadas entre 
1.2. Materiais 
1.2.1 Meio de Suspensão 
Água destilada 2ml 
1.2.2 GP medium (meio GP) 2ml 
Cistina 0.5 g 
Triptona 20,0g 
Cloreto de sódio 5,0 g 
Sulfito de sódio 0,5 g 
Vermelho feno! 0,17 g 
Água desmineralizada qsp 1000 ml 
pH: 7,8 
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1.2.3 Reagente NIN 5ml 
Ninhidrina 7g 
2 -metoxietanol 100 ml 
1.2.4 Reagente VP1 5ml 
Hidróxido de potássio 40 g 
, 
Agua 100 ml 
1.2.5 Reagente VP 2 5 ml 
a.-naftol 6g 
Etano! 100 ml 
1.2.6 Reagente lYM A 8ml 
Tris-hidroxjmetil-aminometano 25 g 
Ácido hidroclórico 11 ml 
Sulfato de lauril sódio 10 g 
Água 100 ml 
1.2.7 Reagente lYM 8 8ml 
Azul rápido 88 0,35 g 
2 -metoxietanol 100 ml 
1.2.8 Padrão de McFarland: 4 
1.2.9 Pipetas plásticas descartáveis 
1.2.10 Óleo mineral 
1.2.11 Swabs estéreis 
1.2.12 Ágar sangue {8rain Heart lnfusion ou Columbia) 
1.3 Procedimentos para identificação 
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Os organismos são subcultivados em placas com 5% sangue de carneiro 
desfibrinado+Brain Heart lnfusion agar durante 18-24 h a 37°C. A pureza das colônias 
deve ser primariamente determinada pela morfologia das colônias, coloração de 
Gram, produção de catalase e requerimentos gasosos. Estes procedimentos permitem 
a identificação primária das cepas como cocos Gram-positivos, catalase negativa e 
anaeróbios facultativos. 
Swab estéril é utilizado para inoculação do meio de suspensão. Utiliza-se um 
inóculo moderado e a suspensão microbiana homogênea da cultura é ajustada com 
turbidez igual ao padrão McFarland 4. 
Cinco ml de água é adicionado no recipiente de incubação para se manter uma 
atmosfera úmida e a seguir coloca-se nele uma tira de testes API 20 Strep. 
Uma pipeta estéril é então introduzida no meio de suspensão e somente a 
porção inferior dos tubos (testes VP a ADH) é preenchida com a suspensão, evitando 
a formação de bolhas. Na segunda metade do teste (RIB a GLYG), abrir a ampola do 
Meio GP e transferir o resto da suspensão para ela. Misturar bem. Distribuir a nova 
suspensão nas cúpulas. 
Preencher as cúpulas dos testes ADH a GLYG com duas gotas de óleo 
mineral. 
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Tampar a tira e incubar o conjunto sob condições aeróbicas a 37°C por 4 h. 
Após este período, adicionar os reagentes. 
1.3 Tabela de interpretação do API 20 Strep 
TESTS SUBSTRATES REACTIONSIENZYME RESULTS s NEGA TIVE POSITIVE 
VP Pyruvate Acetoin production VPl +VP21wafti0mrn (3) Colorless Pink-Re(l 
HIP Hrppurate Hydrolysrs NIN I waft 10 min Colorfess/Pale blue Dark bluEtMolet 
4 hrs. 24 hrs. 4 hrs. 24 hrs. 
ESC Esculin [3-glucosidase Cotorless Colorless Black Pale yellow Black Pa!e yellow UQhtQrev gray 
Pyrrolídonyl 2 Pyrroiidonyl lYM A+ lYM B/ 10 min (PYRA to LAP) ( 1) PYRA naphlhylamide lf necessary, decolorize wrth rntense hght arylamidase Colorless or very pale oranQe Orange 1 
aGAL 6-Br~2-naphthyl a-galactosidase Colortess Violet a-0-galactopyranoside 
~GUR Naphthyl AS-BI [3-glucuronidase Colortess Blue (3-D-glucuronate 
[3GAL 2-naphthyl-13-D- 13-galactosidase Color1ess or very pale vrolet Violei galactopyranoside 
PAL 2-naphthyl phosphate Alkaltne phosphatase Colorless or verv oale VIolei Violei 
LAP L -leucine-2 -naphlhylamrde Leucine arylamidase Colorfess O range 
ADH Arg1nine Arginine dihydrolase fellow Red 





RIB Ribose Acidlficatron Red OrangeJRed Orange/Yello Yellow ARA L-Arabinose ACidificatíon Red OrangefRed w Yellow MAN Orange!Yello 






GLYG GlycOQen Aocflfication Red or Oranqe Bnqth yellow 
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